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1 EINLEITUNG 

Die Paratuberkulose, auch Johnesche Krankheit genannt, ist eine infektiöse, 

chronische, granulomatöse Enteritis des Rindes sowie weiterer Haus- und 

Wildwiederkäuer (Johne and Frothingham 1895; Ottardi, Lechner et al. 2024). Der 

verursachende Erreger Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) 

zeichnet sich durch eine sehr hohe Resistenz gegenüber Umwelteinflüssen und 

antibakteriellen Therapien aus, wodurch sich dessen Eradikation als besonders 

herausfordernd gestaltet (Vass-Bognar, Khol et al. 2024). Die Erkrankung ist durch 

eine lange Inkubationszeit von mehreren Jahren gekennzeichnet, bis sich klinische 

Symptome wie wässriger Durchfall und Kachexie manifestieren und letztendlich 

mangels therapeutischer Behandlungsmöglichkeiten zum Tod führt (Whitlock and 

Buergelt 1996). Allerdings erreichen nur wenige Tiere „die Spitze des Eisbergs“, 

gekennzeichnet durch eine klinische Manifestation, wohingegen eine Infektion bei 

den meisten Rindern nicht sichtbar ist, aber ein hohes Risiko birgt (Whitlock and 

Buergelt 1996). Denn bereits subklinisch erkrankte Rinder scheiden den Erreger mit 

Kot und Milch aus und stellen damit eine erhebliche Gefahr für die Transmission 

des Erregers auf gesunde Tiere dar, da sie durch derzeit zur Verfügung stehende 

diagnostische Nachweisverfahren aufgrund intermittierender Erregerausscheidung 

und fehlender Detektion spezifischer Antikörper nicht zuverlässig detektiert werden 

können (Tuberquia-Lopez, Correa-Valencia et al. 2022). Eine Infektion mit MAP 

führt zu einem hohen wirtschaftlichen Schaden, der sich aus reduzierter 

Milchleistung, vorzeitiger Schlachtung und vermindertem Schlachtwert ergibt (Griss, 

Knific et al. 2024). Zudem wird ein zoonotisches Potential des Erregers im Hinblick 

auf eine Assoziation mit humanen Autoimmunerkrankungen, vor allem Morbus 

Crohn, seit Jahrzehnten diskutiert, konnte bis dato allerdings nicht bewiesen werden 

(Agrawal, Borody et al. 2024). Dennoch wird ein Eintrag von lebenden MAPs in die 

Lebensmittelkette als eine mögliche Gefahr für die menschliche Gesundheit 

dargestellt (Agrawal, Borody et al. 2024). Bekämpfungsmaßnahmen, die sich aus 

Hygienemanagementverfahren, Merzen positiv getesteter Rinder und Vakzination 

zusammensetzen, können zwar zu einer Reduktion der Prävalenz innerhalb einer 

Herde führen, resultieren aber nur selten in einer Eradikation des Erregers (Weber, 

Kelton et al. 2024). Daher ist es von erheblicher Bedeutung, neue 

Eradikationsmaßnahmen zu erörtern und bestehende weiterzuentwickeln, wobei 
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letzteres nur durch eine Verbesserung der Sensitivität und Spezifität von 

diagnostischen Nachweisverfahren ermöglicht werden kann (Alonso-Hearn, 

Ballesteros et al. 2023). Folglich war es daher ein Teilziel dieser Doktorarbeit, 

potenzielle Biomarker für den Nachweis der Paratuberkulose im Serum für eine 

einfache, schnelle, kostengünstige und vor allem zuverlässige Detektion von MAP-

infizierten Rinder zu identifizieren. Darüber hinaus ist für eine Weiterentwicklung 

von effektiven Bekämpfungsmaßnahmen eine grundlegende Aufklärung der 

komplexen Wirt-Pathogen-Interaktionen essentiell (Badia-Bringue, Canive et al. 

2023), weshalb ein weiteres Ziel dieser Dissertation darin bestand, durch 

Veränderungen im Serumproteom neue Erkenntnisse über die Immunantwort des 

Wirts auf eine Infektion mit MAP zu gewinnen. 
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2 LITERATUR 

 Paratuberkulose 

 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

2.1.1.1 Taxonomie und Morphologie 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) ist der Erreger der 

Paratuberkulose beim Wiederkäuer und gehört zur Familie der Mycobacteriaceae 

(Twort, Ingram et al. 1912). MAP ist ein grampositives, unbewegliches, aerobes, 

säurefestes Stäbchenbakterium (Ssekitoleko, Ojok et al. 2021). Das obligat 

pathogene Bakterium ist nicht dem Tuberkulosekomplex zugehörig, wozu 

Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium bovis – die Erreger der 

Tuberkulose des Menschen und des Rindes – zählen, sondern wird aufgrund seiner 

genetischen Eigenschaften dem Mycobacterium avium-Komplex zugeordnet 

(Hodgeman, Mann et al. 2023; Silva-Pereira, Soler-Camargo et al. 2024). MAP 

grenzt sich durch ein sehr langsames Wachstum mit einer Generationszeit von ein 

bis mehrere Tage von anderen Vertretern des Mycobacterium avium-Komplexes ab 

(Elguezabal, Bastida et al. 2011). Zudem ist das Wachstum von MAP von einer 

Zugabe des Eisenchelatbildners Mykobaktin abhängig, wodurch es von anderen 

Mykobakterien, die zu dessen Synthese selbstständig fähig sind, differenziert 

werden kann (Lambrecht and Collins 1992). 

Phylogenetisch kann MAP in zwei große Gruppen unterteilt werden: den Schaftyp 

(engl. sheep-type, S type) mit Typ I und Typ III und den Rindertyp (engl. cattle-type, 

C type) mit Typ II, dem auch der Bisontyp (engl. bison-type, B type) untergliedert ist 

(Ssekitoleko, Ojok et al. 2021). Obwohl der Schaftyp hauptsächlich aus Schafen 

und der Rindertyp aus Rindern isoliert wird, weisen beide Typen keine 

Wirtsspezifität auf (Bryant, Thibault et al. 2016; Rasper-Hossinger, Biggel et al. 

2023). Dennoch wird die bovine Paratuberkulose vor allem durch MAPs vom C type 

ausgelöst, kann aber auch selten durch eine Infektion mit dem S type hervorgerufen 

werden (Rasper-Hossinger, Biggel et al. 2023). Neben ihrer Wirtsassoziationen 

unterscheiden sich die Typen auch in ihrem Wachstum und ihren 

Virulenzeigenschaften (Whittington, Marsh et al. 2011; Stevenson 2015; Wibberg, 

Price-Carter et al. 2020). 
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2.1.1.2 Aufbau der Zellwand und Tenazität 

MAPs weisen außerhalb des Wirts eine hohe Tenazität auf und sind sehr robust 

gegenüber Umwelteinflüssen (Field, McAloon et al. 2022). Entscheidend für die 

herausragende Überlebensfähigkeit ist die Beschaffenheit der Zellwand des 

Erregers (Batt, Burke et al. 2020). Die Zellhülle von Mykobakterien besteht aus drei 

großen Schichten: beginnend von innen mit der Plasmamembran, gefolgt von der 

Zellwand, der nach außen hin die Kapsel anliegt (Daffe and Marrakchi 2019). Die 

Plasmamembran besteht aus einer Lipiddoppelschicht, die von Phospholipiden und 

Proteinen gebildet wird (Daffe and Marrakchi 2019). Das Skelett der Zellwand ist 

aus Peptidoglykanen aufgebaut, an denen Arabinogalaktane gebunden sind (Daffe 

and Marrakchi 2019). In der sich anschließenden Mykomembran ist Mykolsäure in 

deren inneren Blatt kovalent an die Arabinogalaktane gebunden (Dulberger, Rubin 

et al. 2020). Das äußere Blatt der Mykomembran besteht hauptsächlich aus 

Mykolsäuren, die frei oder an Trehalose gebunden als Trehalose-Mykolate 

vorliegen (Dulberger, Rubin et al. 2020). Im Gegensatz zu Mycobacterium 

avium-Isolaten produziert MAP anstelle von Glykopeptidolipiden, die in der Kapsel 

enthalten sind, Lipopeptide, an denen keine Zuckermoleküle gebunden sind 

(Bannantine, Etienne et al. 2017; Bay, Begg et al. 2021). Bei Mycobacterium 

tuberculosis besteht diese Kapsel hauptsächlich aus Polysacchariden (Daffe and 

Marrakchi 2019). Die Zellhülle von Mykobakterien weist einen sehr hohen Anteil an 

Lipiden (40 %) auf und ist verantwortlich für deren Säurefestigkeit, hydrophobe 

Eigenschaften, hohe Resistenz gegenüber Chemikalien, unter anderem Antibiotika, 

und Barriere gegenüber dem Immunsystem des Wirts (Daffe and Marrakchi 2019; 

Batt, Burke et al. 2020). 

Diese Beschaffenheit der Zellwand ermöglicht es den MAPs, über mehrere Monate 

in fäkalen Exkrementen und im Boden zu überleben (Whittington Richard, Marshall 

et al. 2004). Ein Aussetzen der Bakterien gegenüber der UV-Strahlung der Sonne 

führt zwar nicht zu einem sofortigen Absterben der Erreger, reduziert dessen 

Überlebenszeit allerdings bei MAPs vom C type um das Neunfache und vom S type 

um das 20-fache (Eppleston, Begg et al. 2014). MAP kann auch die Fermentation 

in Biogasanlagen überleben, was eine potenzielle Gefahr für einen Eintrag des 

Erregers in die Umwelt darstellt, da Gärreste oft als Düngemittel verwendet werden 

(Mazzone, Corneli et al. 2018). Ein besonders kritischer Punkt ist das potenzielle 

Überleben des Pasteurisierungsprozesses von MAP, da dieser Prozess nicht nur 
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auf Rinderbetrieben eine orale Transmission von MAP auf Kälber verhindern soll, 

sondern vor allem auch für uns Menschen ein sicheres Lebensmittel erzeugen soll 

(Fechner, Dreymann et al. 2019; Knific, Ocepek et al. 2022). Da ein mögliches 

Gesundheitsrisiko durch MAP diskutiert wird, welches bisweilen allerdings noch 

nicht bestätigt werden konnte, ist eine Elimination von lebenden MAPs neben 

anderen pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln erstrebenswert (Knific, 

Ocepek et al. 2022; Agrawal, Borody et al. 2024). 

 Pathogenese und Immunreaktion 

Die Paratuberkulose spielt vor allem bei domestizierten Wiederkäuern wie Rind, 

Schaf, Ziege und Büffel eine bedeutende Rolle (Fecteau 2018; Martucciello, Galletti 

et al. 2021; Beinhauerova and Slana 2023), kann aber auch Wildwiederkäuer wie 

Antilopen, Giraffen und Gnus betreffen (Hernandez-Reyes, Chavez-Gris et al. 

2022). Vor allem Kälber bis zu einem Alter von sechs Monaten sind besonders 

anfällig für eine Infektion (Windsor and Whittington 2010). Die Übertragung von 

MAP erfolgt hauptsächlich durch eine fäkal-orale Transmission des Erregers (Field, 

McAloon et al. 2022), wobei mit MAP kontaminierte Milch oder Kolostrum die 

Hauptinfektionsquellen darstellen (Stabel, Bradner et al. 2014). Kälber können sich 

allerdings auch intrauterin oder aerogen über erregerhaltigen Stallstaub infizieren 

(Whittington and Windsor 2009; Eisenberg, Chuchaisangrat et al. 2013). Im 

Dünndarm wird der Erreger über die in den Peyer’schen Platten angesiedelten 

M-Zellen aufgenommen und in der Submukosa des Dünndarms freigesetzt 

(Momotani, Whipple et al. 1988; Alfituri, Blake et al. 2024). Dort werden MAPs in 

Makrophagen durch Phagozytose aufgenommen, in denen sie intrazellulär 

persistieren (Coussens 2001). In diesem Stadium der Infektion kann eine 

Elimination des Erregers grundsätzlich erfolgen (Sweeney 2011; Begg, Plain et al. 

2018). Konnte der Erreger nicht beseitigt werden, ist der Wirt in der frühen Phase 

der Infektion dennoch dazu in der Lage, die Infektion durch eine Begrenzung der 

Proliferation von MAP innerhalb des Darms und angrenzenden Lymphgewebes zu 

kontrollieren (Stabel and Bannantine 2019). Die Mechanismen, die das 

intrazelluläre Überleben von MAP ermöglichen, sind noch nicht vollständig 

erforscht, man geht aber davon aus, dass MAP die Reifung und Ansäuerung des 

Phagosoms verhindert und eine Verschmelzung zum Phagolysosom blockiert 

(Hostetter, Steadham et al. 2003), wie es bereits für Mycobacterium tuberculosis 
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beschrieben wurde (Clemens and Horwitz 1995; Su, Weng et al. 2024). Die erste 

Immunantwort wird durch Th1-Lymphozyten vermittelt, die pro-inflammatorische 

Zytokine wie Interferon gamma (IFN-γ), Tumornekrosefaktor alpha (TNF-α) und 

Interleukin (IL)-2 produzieren und damit eine Aktivierung von Makrophagen 

bewirken (Coussens 2001). Durch die Rekrutierung von weiteren Makrophagen und 

Lymphozyten zum Infektionsort kommt es zu einer Ausprägung von Granulomen 

(Sweeney 2011). In diesem Stadium der Erkrankung, das oftmals mehrere Jahre 

andauert, zeigen die Tiere keine klinischen Symptome (Stabel and Bannantine 

2019). Im progressiven Verlauf der Infektion kommt es schließlich bei einem Teil 

der Tiere zu einem Übergang von einer Th1-vermittelten zu einer Th2-vermittelten 

Immunantwort (Stabel and Bannantine 2019). Die Zusammenhänge des Übergangs 

sind bis dato noch unklar, wobei diskutiert wird, ob eine vermehrte Produktion von 

IL-10 eine Rolle spielen könnte, da dieses Zytokin die Th1-vermittelte Immunantwort 

inhibiert und eine Antikörperbildung stimuliert (de Almeida, Colvin et al. 2008; Stabel 

and Bannantine 2019). Die Phase, in der die Th2-mediierte Immunantwort 

dominiert, ist von einer humoralen Immunantwort mit Bildung von MAP-spezifischen 

Antikörpern geprägt (Begg, Plain et al. 2018). Diese nun dominante humorale 

Immunantwort ist aber im Gegensatz zur Th1-Immunantwort nicht protektiv, was die 

Streuung des Erregers mit einer Ausbreitung der Infektion zur Folge hat, wodurch 

es zu einer Manifestation der klinischen Erkrankung mit massivem fäkalen 

Ausscheiden von MAP kommt (Sweeney 2011). 

Dennoch geben eine differentielle Ausprägung von klinischen Symptomen und ein 

unterschiedliches Ausmaß an Erregerausscheidung Hinweise darauf, dass nicht 

alle Rinder im Rahmen einer Infektion mit MAP diese klassische Abfolge an 

Immunreaktionen aufzeigen (Magombedze, Eda et al. 2016; Kravitz, Pelzer et al. 

2021). Dahingehend wurde unter anderem bereits bei experimentell mit MAP 

infizierten Kälbern gezeigt, dass eine niedrigere Produktion von IFN-γ mit 

histopathologischen Läsionen sowie kontinuierlichem Ausscheiden von MAP in 

Zusammenhang steht, während eine höhere Produktion von IFN-γ mit einer 

Elimination des Erregers assoziiert ist (Begg, Plain et al. 2018). Des Weiteren wird 

eine hohe Expression der immunhemmenden Rezeptoren „T cell immunglobulin 

mucin Protein-3“ und „Programmed death receptor 1“ auf bovinen peripheren 

mononukleären Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) mit 

einem fortgeschrittenen klinischen Stadium der Paratuberkulose in Zusammenhang 
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gebracht (Sharma, Sharma et al. 2024). Allerdings sind die komplexen 

Wirt-Pathogen-Interaktionen, die zur Elimination von MAP beziehungsweise zur 

klinischen Manifestation der Paratuberkulose führen, bis dato unzureichend 

erforscht und erfordern weitere Aufklärung (Kravitz, Pelzer et al. 2021; Korbonits, 

Kleinwort et al. 2022). 

 Krankheitsverlauf 

Whitlock und Buergelt haben 1996 den Krankheitsverlauf der Paratuberkulose in 

vier Phasen gegliedert: stille Infektion, subklinische Erkrankung, klinische 

Erkrankung und progressive klinische Erkrankung (Whitlock and Buergelt 1996). 

Infizierte Tiere, die dem Stadium der stillen Infektion zugeordnet werden, zeigen 

keinerlei klinische Symptome und können aufgrund fehlender Antikörperbildung und 

zellvermittelten Immunität nicht durch gängige Diagnostikmethoden detektiert 

werden (Whitlock and Buergelt 1996). In dieser frühen Phase der Infektion ist es 

möglich, dass infizierte Tiere womöglich durch eine transiente Infektion oder durch 

passives Ausscheiden, bei dem der Erreger oral aufgenommen wird ohne den Wirt 

zu infizieren, MAP mit dem Kot ausscheiden (Begg, Plain et al. 2018). 

Im weiteren Krankheitsverlauf folgt die Phase der subklinischen Erkrankung, in der 

die Tiere zwar noch keine klinischen Anzeichen einer Infektion entwickelt haben, 

aber durchaus bereits eine zellvermittelte Immunität oder MAP-spezifische 

Antikörper gebildet haben (Whitlock and Buergelt 1996). Subklinisch infizierte 

Rinder stellen das höchste Risiko einer Weiterverbreitung von MAP dar, da sie 

bereits in diesem Stadium, teils intermittierend, MAP über Kot und Milch 

ausscheiden können, aber mangels geeigneter Nachweisverfahren nicht 

zuverlässig detektiert werden können (Buergelt and Williams 2004; Field, McAloon 

et al. 2022). Infizierte Tiere befinden sich aufgrund einer Inkubationszeit von zwei 

bis zehn Jahren sehr lange in diesem Stadium der Paratuberkulose (Whitlock and 

Buergelt 1996). 

Nach Ablauf der Inkubationszeit beginnt das Stadium der klinischen Erkrankung mit 

ersten klinischen Symptomen gekennzeichnet durch anfangs intermittierenden 

später kontinuierlichen Durchfall, Gewichtsverlust, der in einem Monat über 10 % 

des Körpergewichts betragen kann, und veränderten Blutparametern wie eine 

Reduktion des Totalproteins (Whitlock and Buergelt 1996; Begg, de Silva et al. 

2010; Donat, Erhardt et al. 2014). In dieser Phase können die meisten erkrankten 
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Tiere mittels gängiger Nachweisverfahren wie Kotuntersuchungen und 

serologischer Diagnostik detektiert werden (Tiwari, VanLeeuwen et al. 2006). 

In den darauffolgenden drei bis vier Monaten ist die klinische Erkrankung bereits so 

weit fortgeschritten, dass die Tiere das Endstadium – die fortgeschrittene klinische 

Erkrankung – erreicht haben (Whitlock and Buergelt 1996). Die Tiere sind 

kachektisch und lethargisch, und zeigen massiv wässrige Diarrhoe und durch 

Hypoproteinämie entstehende intermandibuläre Ödeme, bis sie letztendlich am 

Ausmaß der Erkrankung verenden (Whitlock and Buergelt 1996). Nicht viele Tiere 

erreichen dieses Stadium der Erkrankung, da die meisten bereits vorher aufgrund 

von reduzierter Milchleistung, Infertilität und Gewichtsverlust geschlachtet werden 

(Whitlock and Buergelt 1996; Griss, Knific et al. 2024). Diese wenigen Tiere, die das 

klinische Stadium der Paratuberkulose erreicht haben, bilden jedoch sprichwörtlich 

gesehen nur die „Spitze des Eisbergs“, da diese, wirklich sichtbaren Fälle der 

Erkrankung nur einen kleinen Teil des tatsächlichen Ausmaßes darstellen (Whitlock 

and Buergelt 1996). Für jedes Rind im Endstadium der Paratuberkulose – sichtbar 

als die „Spitze des Eisbergs“ – befinden sich unter der Oberfläche, dem nicht 

sichtbaren Ausmaß der Erkrankung, vier bis acht Rinder im subklinischen Stadium, 

von denen nur 15 % bis 25 % detektiert werden können, und zehn bis 14 Rinder in 

der Phase der stillen Infektion (Whitlock and Buergelt 1996). 

Dennoch durchlaufen nicht alle Tiere diesen beschriebenen, klassischen 

Krankheitsverlauf der Paratuberkulose (Whittington and Sergeant 2001; Koets, Eda 

et al. 2015; Begg, Plain et al. 2018; Kravitz, Pelzer et al. 2021). Nur ein Teil der 

Rinder infiziert sich überhaupt nach einer Exposition mit MAP (Begg, Plain et al. 

2018). Von denjenigen, die sich infiziert haben, zeigen lediglich 10 % im 

progressiven Verlauf der Paratuberkulose klinische Symptome, wohingegen 90 % 

asymptomatisch bleiben (Kravitz, Pelzer et al. 2021). Zudem kann der Erreger nach 

einer Infektion auch wieder erfolgreich eliminiert werden (Begg, Plain et al. 2018). 

Die den differentiellen Krankheitsverläufen nach einer Exposition mit MAP 

zugrundeliegenden Prozesse in der Immunantwort des Rindes sind jedoch 

weitgehend ungeklärt, weshalb umfassende Untersuchungen zu den 

Wirt-Pathogen-Interaktionen in Bezug auf verschiedene Verläufe nach einer 

Infektion mit MAP erforderlich sind. 

Grundsätzlich stuft die Weltorganisation für Tiergesundheit (engl. World 

Organisation for Animal Health, WOAH) die Paratuberkulose als eine nicht heilbare 
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Infektionskrankheit ein (WOAH 2024). Daher wird versucht, mit verschiedenen 

Bekämpfungsmaßnahmen die Erregerverbreitung einzudämmen und das 

Expositionsrisiko zu reduzieren, um das Ausmaß der wirtschaftlichen Verluste, die 

die Paratuberkulose mit sich zieht, zu minimieren (Griss, Knific et al. 2024). 

 Genetische Prädisposition 

In älteren Studien wurde eine potenzielle Prädisposition von bestimmten 

Rinderrassen gegenüber der Paratuberkulose aufgezeigt (Manning and Collins 

2001). Darunter verzeichneten Rassen wie Angus, Guernsey, Jersey, Holstein, 

Channel Island, Limousin und Shorthorn sowie Rassen der Art Bos indicus eine 

höhere Inzidenz (Chiodini, Van Kruiningen et al. 1984; Gasteiner, Wenzl et al. 1999; 

Manning and Collins 2001; Roussel, Libal et al. 2005). Allerdings ist dies kritisch zu 

betrachten, da diese Ergebnisse möglicherweise durch die vermehrte Haltung 

dieser Rinderrassen und Faktoren wie den geographischen Standort und 

Herdenmanagementmethoden beeinflusst wurden (Manning and Collins 2001; 

Kirkpatrick and Shook 2011). 

In den letzten Jahren haben vermehrt genomweite Assoziationsstudien unter 

Berücksichtigung der Wirtsgenetik bei der Paratuberkulose an Popularität 

gewonnen (Alonso-Hearn, Badia-Bringue et al. 2022; Garcia, Plain et al. 2023). 

Durch die Genotypisierung von Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single 

nucleotide polymorphisms, SNPs) konnten Quantitative Trait Loci (QTLs) und 

Genkandidaten identifiziert werden (Alonso-Hearn, Badia-Bringue et al. 2022). 

Dabei sind unter anderem SNPs innerhalb von Toll-like-Rezeptoren (TLR) wie 

TLR1, TLR2 und TLR4 mit einer Anfälligkeit für eine Infektion mit MAP assoziiert 

(Kravitz, Pelzer et al. 2021). TLR erkennen sogenannte Pathogen-assoziierte 

molekulare Muster (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) auf der 

Oberfläche der MAPs und initiieren die Immunantwort des Wirts (Mauric Maljkovic, 

Vlahek et al. 2023). In einer in vitro Studie mit PBMCs, die mit MAPs ko-inkubiert 

wurden, zeigten MAP-infizierte Rinder eine niedrigere Abundanz von TLR2 im 

Vergleich zu resistenten Rindern, was auf eine erfolglose Immunantwort hindeutet 

(Korbonits, Kleinwort et al. 2022). Daneben konnten auch Mutationen im 

Haupthistokompatibilitätskomplex (engl. major histocompatibility complex, MHC)-

Klasse-II mit einer Disposition gegenüber der Paratuberkulose in Zusammenhang 

gebracht werden (Garcia, Plain et al. 2023). MHC-Klasse-II spielt eine große Rolle 



 LITERATUR 

10 

in der Antigenpräsentation, um eine IFN-γ-Produktion in T-Zellen zu induzieren, was 

wiederum wichtig für die Aktivierung von Makrophagen ist (Kravitz, Pelzer et al. 

2021). Zusätzlich zählen auch Gene, die dem TNF-Rezeptor zugeordnet werden, 

zu den Kandidaten (Canive, Gonzalez-Recio et al. 2021). Diese sind für die 

Stimulation der Th1-vermittelten Immunantwort essentiell (Canive, Gonzalez-Recio 

et al. 2021). 

Untersuchungen zu genetischen Prädispositionen für die Paratuberkulose sind 

sowohl für das Verständnis der Wirt-Pathogen-Interaktionen, als auch für die 

Kontrolle und Bekämpfung der Erkrankung von großer Bedeutung (Alonso-Hearn, 

Badia-Bringue et al. 2022). Die Heritabilität der Prädisposition wird mit Werten von 

0,05 bis 0,23 niedrig bis moderat geschätzt (Küpper, Brandt et al. 2012; Novo, 

Parker Gaddis et al. 2024). Trotz zum Teil niedriger Heritabilität wird im Rahmen 

der Zucht eine genomische Selektion auf die Resistenz gegenüber der 

Paratuberkulose als eine Möglichkeit zur Verbesserung von derzeitigen 

Bekämpfungsmaßnahmen angeregt (Kravitz, Pelzer et al. 2021; Alonso-Hearn, 

Badia-Bringue et al. 2022). Eine Prädisposition für eine Infektion mit MAP wird 

allerdings durchaus durch weitere Komponenten, unter anderem Umwelteinflüsse, 

die eine Exposition gegenüber dem Erreger begünstigen, beeinflusst (Juste, 

Vazquez et al. 2018; Krieger, Eisenberg et al. 2023). Inwieweit eine genetische 

Prädisposition für die Paratuberkulose eine Rolle bei der Ausprägung einer Infektion 

mit MAP spielt, ist offen. 

 Diagnostik 

Diagnostische Testverfahren lassen sich in direkte und indirekte Nachweisverfahren 

untergliedern (Field, Mee et al. 2022). Während direkte Nachweisverfahren den 

Erreger – MAP – selbst detektieren, basieren indirekte Nachweisverfahren auf der 

Immunantwort des Wirts, indem sie die humorale Immunantwort wie Antikörper 

gegen MAP oder eine zellgebundene Immunantwort identifizieren (Chaubey, Gupta 

et al. 2016; Field, Mee et al. 2022). 
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2.1.5.1 Direkte Nachweisverfahren 

2.1.5.1.1 Kulturelle Anzucht 

Die kulturelle Anzucht von MAP aus Kotproben gilt als Goldstandard für den 

Nachweis des Erregers (Dane, Stewart et al. 2023). MAP kann aus Kot-, Milch-, 

Blut-, Gewebe- und Umweltproben isoliert und angezüchtet werden (Chaubey, 

Gupta et al. 2016; Field, Mee et al. 2022). Laut WOAH ist die bakterielle Kultivierung 

die einzige Methode für den Nachweis von MAP, die eine Spezifität von 100 % 

gewährleistet und somit keine falsch-positiven Ergebnisse liefert (WOAH 2024). Für 

die Anzucht sind verschiedene feste Nährmedien wie Herrold’s Egg Yolk Medium 

(HEYM) und Flüssigmedien wie Middlebrook 7H9 zu verwenden (WOAH 2024). Der 

Zusatz von Mycobactin J ist für das Wachstum von MAP essentiell (Dane, Stewart 

et al. 2023). Die lange Generationszeit von MAP macht die Anzucht des Erregers, 

die in Flüssigmedien bis zu 16 Wochen und auf festen Nährböden bis zu 20 Wochen 

andauern kann, zu einer besonderen Herausforderung (Dane, Stewart et al. 2023). 

Nach einer erfolgreichen Anzucht müssen die Kolonien mittels 

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) oder eines 

Tests, der die Abhängigkeit von Mycobactin J prüft, identifiziert werden (Dane, 

Stewart et al. 2023). Eine geeignete und gründliche Dekontamination der Proben ist 

für einen erfolgreichen Nachweis von MAP vor der Übertragung ins Medium wichtig, 

um eine Überwucherung der MAP-Kolonien durch andere Keime zu verhindern 

(Dane, Stewart et al. 2023). Hierfür ist Hexadecylpyridiniumchlorid am geeignetsten, 

da es für MAPs weniger schädlich ist (Dane, Stewart et al. 2023). Nichtsdestotrotz 

kann es aber auch durch diesen obligatorischen Dekontaminationsschritt zu einer 

Beeinträchtigung der Viabilität von MAPs kommen, was zu einer Reduktion der 

Sensitivität dieser diagnostischen Methode führt (Dane, Stewart et al. 2023; WOAH 

2024). 

Je nach Stadium der Infektion unterscheidet sich die Sensitivität des Testverfahrens 

(Nielsen and Toft 2008). Während viele Tiere in einem frühen Stadium der 

Erkrankung nicht erkannt werden, ist die Sensitivität im progressiven Verlauf der 

Erkrankung höher (Nielsen and Toft 2008). Zudem korreliert die Sensitivität der 

bakteriellen Kultivierung von individuellen und gepoolten Kotproben sowie von 

Umweltproben mit der Prävalenz innerhalb einer Herde (Field, Mee et al. 2022). 
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2.1.5.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Es wurden bereits mehrere DNA-Sequenzen des MAP-Genoms wie IS900, f57 und 

ISMap02 für den Nachweis von MAP mittels PCR verwendet (Arango-Sabogal, 

Labrecque et al. 2024). Während die Insertionssequenzen IS900 in 16 bis 22 Kopien 

und ISMap02 in sechs Kopien im MAP-Genom vorkommt, ist die f57-Sequenz ein 

einzelkopiertes Gen (Poupart, Coene et al. 1993; Stabel and Bannantine 2005; 

Conde, Price-Carter et al. 2021). Die am häufigsten eingesetzte Sequenz IS900 

zeigt eine sehr hohe Sensitivität, die durch die hohe Anzahl an vorkommenden 

Kopien ermöglicht wird, aber eine eingeschränkte Spezifität durch potenzielle 

Kreuzreaktionen mit anderen Arten von Mykobakterien (Englund, Bolske et al. 2002; 

Arango-Sabogal, Labrecque et al. 2024; Bissonnette, Brousseau et al. 2024). Die 

Sequenzen f57 und ISMap02 weisen im Vergleich dazu eine geringere Sensitivität 

auf, dafür aber eine durchaus höhere Spezifität, da diese Sequenzen nicht in 

anderen Mykobakterien identifiziert werden konnten (Poupart, Coene et al. 1993; 

Herthnek and Bolske 2006; Arango-Sabogal, Labrecque et al. 2024). Durch den 

Einsatz der Insertionssequenz IS900 und der Sequenz f57 in einer Multiplex-PCR 

kann jedoch lediglich eine Sensitivität von 50,3 % und eine Spezifität von 93,5 % 

erreicht werden (Jurado-Martos, Cardoso-Toset et al. 2023). 

Die PCR hat im Vergleich zur kulturellen Anzucht von MAP eine deutlich schnellere 

Durchführung zum Vorteil, weist allerdings deutliche Limitationen in der Sensitivität 

und Spezifität auf (Clark, Koziczkowski et al. 2008; Jurado-Martos, Cardoso-Toset 

et al. 2023). Zudem kann durch den Nachweis von MAP mittels PCR zwar die 

Anwesenheit des Erregers bestätigt werden, aber es können keine Rückschlüsse 

auf die Viabilität des Erregers gezogen werden (Cechova, Beinhauerova et al. 

2021). Daher beschäftigen sich viele Studien mit einer Weiterentwicklung dieser 

Methode, indem sie unter anderem eine Kombination aus Palladium- oder 

Platinverbindungen und PCR nutzen, um eine Viabilitätsbestimmung von MAPs zu 

ermöglichen (Cechova, Beinhauerova et al. 2021; Cechova, Beinhauerova et al. 

2022). 
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2.1.5.2 Indirekte Nachweisverfahren 

2.1.5.2.1 Serologische Nachweisverfahren 

Für die Detektion MAP-spezifischer Antikörper gibt es verschiedene 

Nachweisverfahren wie die Komplementbindungsreaktion, den 

Agar-Gel-Immundiffusionstest und der Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

(ELISA) (WOAH 2024). 

Bei der Komplementbindungsreaktion werden die zu untersuchenden Serumproben 

mit MAP-Antigenen und einer definierten Menge an Komplement inkubiert (de Lisle, 

Seguin et al. 1980). Als Indikator werden antikörperbeladene Schaferythrozyten 

hinzugefügt (de Lisle, Seguin et al. 1980). Kommt es im Folgenden zu einer 

Hämolyse der Erythrozyten durch freies Komplement, hat sich aufgrund von 

fehlenden Antikörpern gegen MAP kein Antigen-Antikörper-Komplex gebildet (de 

Lisle, Seguin et al. 1980). Folglich fällt ein Testergebnis positiv aus, wenn die 

Hämolyse ausbleibt (de Lisle, Seguin et al. 1980). 

Für den Agar-Gel-Immundiffusionstest wird Agarosegel auf einer Platte gegossen 

und in eine zentrale Vertiefung ein MAP-spezifisches Antigen hinzugefügt (WOAH 

2024). In periphere Vertiefungen werden die zu untersuchenden Serumproben 

aufgetragen (WOAH 2024). Nach einem Inkubationsschritt können die Ergebnisse 

visuell beurteilt werden: hat sich eine Präzipitationslinie gebildet, kam es zu einer 

Reaktion zwischen MAP-spezifischen Antikörpern und dem Antigen, was folglich als 

ein positives Ergebnis zu betrachten ist (WOAH 2024). 

Die Komplementbindungsreaktion und der Agar-Gel-Immundiffusionstest weisen für 

den Nachweis von Antikörpern gegen MAP eine deutlich geringere Sensitivität und 

Spezifität im Vergleich zum ELISA auf, weshalb diese Methoden für den Nachweis 

MAP-spezifischer Antikörper bei Rindern heutzutage nicht mehr empfohlen werden 

(Ridge, Morgan et al. 1991; Sockett, Conrad et al. 1992; WOAH 2024).  

Der ELISA ist eine einfache, schnelle und kosteneffiziente Möglichkeit um 

Antikörper gegen MAP nachzuweisen und ist in Bezug auf die Paratuberkulose das 

am häufigsten eingesetzte serologische Nachweisverfahren (Chaubey, Gupta et al. 

2016; Field, Mee et al. 2022). Der Nachweis kann aus Serum- oder Milchproben 

von Einzeltieren oder gesammelt auf Herdenebene erfolgen (Nielsen and Toft 2008; 

Field, Mee et al. 2022). Das zu untersuchende Probenmaterial wird mit einem 

Puffer, der Mycobacterium phlei enthält, verdünnt, um für das Erreichen einer 
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höheren Spezifität kreuzreagierende Antikörper zu entfernen (Bech-Nielsen, 

Jorgensen et al. 1992). Nach dem Auftragen des Untersuchungsmaterials auf mit 

MAP-Antigen beschichteten Platten, können nach Zugabe eines spezifischen 

Sekundärantikörpers mittels Farbreaktionen vorhandene Antikörper gegen MAP 

nachgewiesen werden (WOAH 2024). Die spektrophotometrisch bestimmte 

Wellenlänge der Farbe ist proportional zur Menge an enthaltenem Antikörper in der 

Probe (WOAH 2024). 

Das ELISA-Testverfahren zeigt eine hohe Zuverlässigkeit bei der Detektion von 

MAP-spezifischen Antikörpern bei Rindern mit klinischen Anzeichen (Chaubey, 

Gupta et al. 2016). In frühen Phasen der Infektion ist die Sensitivität der 

Testmethode jedoch deutlich niedriger, da subklinisch infizierte Rinder aufgrund 

mangelnder Serokonversion nur unzureichend erkannt werden (Magombedze, Shiri 

et al. 2017). Nielsen et al. zeigte zwar, dass 95 % bis 98 % der 

MAP-ausscheidenden Rindern bereits Antikörper gebildet haben (Nielsen and 

Ersbøll 2006), dennoch wurde in einer anderen Studie beobachtet, dass Rinder 

auch ohne nachweisliche Bildung von spezifischen Antikörpern das Pathogen 

ausscheiden (Shin, Park et al. 2015), was mit einer hohen Gefahr der 

Erregerverbreitung einhergeht (Tuberquia-Lopez, Correa-Valencia et al. 2022). 

Zudem ist die Spezifität des ELISA-Testverfahrens bei einer hohen Prävalenz 

innerhalb der Herde reduziert, wodurch die Anzahl der falsch-positiv identifizierten 

Tiere steigt (Bates, Laven et al. 2020). Die Sensitivität des ELISAs ist proportional 

zur Menge an ausgeschiedenen MAPs (Espejo, Zagmutt et al. 2015). Für Rinder, 

die wenig Erreger ausscheiden, liegt sie bei 18,7 % und für Rinder, die eine große 

Menge an Erreger ausscheiden, bei 60,6 % (Espejo, Zagmutt et al. 2015). In kleinen 

Herden mit niedriger Prävalenz weist die Anwendung des ELISAs bei der 

serologischen Beurteilung auf Einzeltierebene aufgrund der vergleichsweise 

niedrigen Sensitivität Limitationen auf (Ottardi, Lechner et al. 2024). Auf 

Herdenebene kann das ELISA-Testverfahren zwar eine effiziente Methode für den 

Nachweis von MAP-spezifischen Antikörpern darstellen (Johnson, McLeod et al. 

2022), dennoch werden bei der individuellen Testung aufgrund deutlicher 

Limitationen in der Sensitivität und Spezifität MAP-infizierte Rinder nicht zuverlässig 

erkannt und nicht-infizierte Rinder als falsch-positiv eingestuft (Nielsen and Toft 

2008; Tuberquia-Lopez, Correa-Valencia et al. 2022). Daraus resultiert einerseits 

die Gefahr der Erregerverbreitung und andererseits ein hoher wirtschaftlicher 
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Schaden aufgrund des vorzeitigen Entfernens von gesunden Rindern, die als 

vermeintlich infiziert diagnostiziert wurden, aus der Herde (Verteramo Chiu, Tauer 

et al. 2018; Tuberquia-Lopez, Correa-Valencia et al. 2022). 

2.1.5.2.2 Nachweis zellgebundener Immunantwort 

Die zellgebundene Immunität ist die erste Immunantwort des Rindes auf eine 

Infektion mit MAP und kann vor einer Produktion von spezifischen Antikörpern 

nachgewiesen werden (Corneli, Di Paolo et al. 2021). Die initiale Immunantwort wird 

hauptsächlich durch Th1-Lymphozyten vermittelt und ist von einer Produktion von 

IFN-γ und weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen geprägt (Begg, de Silva et al. 

2011). In einem in vitro Testverfahren kann nach Stimulation von sensibilisierten 

Lymphozyten infizierter Rinder mit mykobakteriellen, aufgereinigten 

Proteinderivaten (engl. purified protein derivate, PPD), wie bovines PPD aus 

Mycobacterium bovis, aviäres PPD aus dem Mycobacterium avium-Komplex und 

Johnin aus MAP, eine vermehrte Produktion von IFN-γ mittels ELISA gemessen 

werden (Kalis, Collins et al. 2003; Corneli, Di Paolo et al. 2021). Der Nachweis 

zellgebundener Immunantwort ist ein wichtiges Testverfahren für 

Paratuberkulose-freie Betriebe oder Herden mit niedriger Prävalenz, da infizierte 

Rinder schon sehr früh im Vergleich zu serologischen Nachweisverfahren vor dem 

Ausscheiden von MAPs erkannt werden können und somit eine Ausbreitung der 

Erkrankung innerhalb der Herde vermieden werden kann (Corneli, Di Paolo et al. 

2021). In Herden mit einer hohen Prävalenz wird es allerdings nicht empfohlen, 

Rinder mit einem positiven Nachweis zellgebundener Immunität aus dem Betrieb zu 

entfernen, da diese Immunantwort wichtig für die Kontrolle der Infektion ist und 

diese Rinder möglicherweise resistent gegenüber der Paratuberkulose sind 

(Jungersen, Mikkelsen et al. 2012; Corneli, Di Paolo et al. 2021). Da die zum Einsatz 

kommenden PPDs außerdem eine Kreuzreaktion zu anderen mykobakteriellen 

Infektionen zeigen, ist die Spezifität des IFN-γ-Tests mit 67 % bis 94 % 

eingeschränkt (Jungersen, Huda et al. 2002; Kalis, Collins et al. 2003; WOAH 2024). 

Zudem weist er eine geringe Sensitivität von 13 % bis 85 % auf (Nielsen and Toft 

2008; WOAH 2024). 

Der auf der verzögerten Hypersensitivitätsreaktion basierende Hauttest ist ein 

weiteres Nachweisverfahren für die zellgebundene Immunantwort (WOAH 2024). 

Dabei wird Johnin intradermal injiziert und die Veränderung der Hautdicke nach 
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72 Stunden bestimmt (WOAH 2024). Eine Zunahme der Hautdicke von mehr als 

2 mm wird dabei als ein positives Testergebnis bewertet (WOAH 2024). Johnin zeigt 

jedoch eine Ähnlichkeit zu Antigenen in anderen Mykobakterien, was zu 

Kreuzreaktionen führen kann (Jain, Singh et al. 2020). Die Spezifität des Hauttests 

variiert je nach gesetztem Grenzwert der Hautdicke zwischen 89 % und 94 % (Kalis, 

Collins et al. 2003). Momentan wird das Testverfahren durch die Verwendung der 

rekombinanten, sekretorischen Proteine MAP2186c, MAP1693c, MAP3547c, 

MAP4308c und MAP2677c als Antigene weiterentwickelt (Jain, Singh et al. 2020). 

Diese versprechen im Vergleich zu traditionellem Johnin eine höhere Spezifität und 

Sensitivität (Jain, Singh et al. 2020). 

 Bekämpfungsmaßnahmen 

Für die Paratuberkulose des Rindes gibt es in Deutschland eine Meldepflicht, jedoch 

keine nationale Verordnung zur Bekämpfung der Erkrankung (BMEL 2021). 

Ausschließlich im Bundesland Niedersachsen gilt seit 2017 die „Verordnung zum 

Schutz der Rinder gegen die Paratuberkulose“, die eine Untersuchungspflicht für 

über 24 Monate alte Zuchtrinder vorschreibt (Niedersächsisches Ministerium für 

Ernährung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz, 2017). Dabei werden die zur 

Untersuchung herangezogenen Rinder im Abstand von zwölf Monaten anhand von 

Einzelblut- beziehungsweise Einzelmilchproben serologisch auf das Vorhandensein 

von MAP-spezifischen Antikörpern untersucht (Niedersächsisches Ministerium für 

Ernährung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz, 2017). Alternativ kann eine 

serologische Untersuchung von zwei Bestandsmilchproben der Sammelmilch im 

Abstand von drei bis neun Monaten erfolgen, wobei im Falle eines fraglichen oder 

positiven Ergebnisses Einzeltieruntersuchungen angeordnet werden 

(Niedersächsisches Ministerium für Ernährung, Landwirtschaft und 

Verbraucherschutz, 2017). Im Falle eines positiven Ergebnisses einer 

Einzeltierprobe wird eine Abstimmung mit einer Tierärztin oder einem Tierarzt zur 

Erstellung eines Maßnahmeplans zur Verbesserung der Hygiene veranlasst 

(Niedersächsisches Ministerium für Ernährung, Landwirtschaft und 

Verbraucherschutz, 2017). Des Weiteren dürfen über 24 Monate alte Zuchtrinder 

nur mit einem serologisch negativen MAP-Status in einen Betrieb eingestallt werden 

(Niedersächsisches Ministerium für Ernährung, Landwirtschaft und 
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Verbraucherschutz, 2017). In anderen Bundesländern ist die Bekämpfung der 

Paratuberkulose freiwillig. 

Neben europäischen Ländern wie Norwegen und Schweden, in denen 

Bekämpfungsmaßnahmen gesetzlich verpflichtend sind, ist in anderen 

europäischen Ländern wie den Niederlanden und Belgien, und außereuropäischen 

Ländern wie Kanada und Australien die Teilnahme an Kontrollprogrammen freiwillig 

(Weber, Kelton et al. 2024). 

Die Bekämpfungsmaßnahmen beinhalten eine oder mehrere der folgenden 

Strategien: Hygienemanagement, Merzen positiv getesteter Rinder, Impfung 

(Tuberquia-Lopez, Correa-Valencia et al. 2022). 

2.1.6.1 Hygienemanagement 

Hygienemanagementstrategien haben zum Ziel, die Transmission von MAP zu 

minimieren und die Prävalenz innerhalb der Herde zu senken (Whittington, Donat 

et al. 2019). Sie basieren auf Studien zu Risikofaktoren, die eine Übertragung von 

MAP begünstigen (Krieger, Eisenberg et al. 2023; Ottardi, Lechner et al. 2024). 

Dabei wird vor allem darauf geachtet die Exposition gegenüber der empfänglichen 

Altersgruppe möglichst gering zu halten (Tuberquia-Lopez, Correa-Valencia et al. 

2022). Dies kann durch verschiedene Maßnahmen, wie der Separierung der Kälber 

von erwachsenen Rindern unmittelbar nach der Geburt, der Reinigung des 

Abkalbebereichs nach jeder Geburt und der Fütterung von Milchausstauscher 

anstelle von Milch erreicht werden (Klopfstein, Leyer et al. 2021). Zudem kann der 

Eintrag des Erregers durch den Zukauf von Rindern aus 

Paratuberkulose-unverdächtigen Betrieben verhindert werden (Krieger, Eisenberg 

et al. 2023). Die alleinige Durchführung von Hygienemanagementstrategien kann 

zu einer Reduzierung der Prävalenz innerhalb der Herde führen (Arango-Sabogal, 

Pare et al. 2017) und die kumulative Inzidenz, das heißt die Anzahl der 

Neuerkrankungen innerhalb eines Betriebs, verringern (Donat, Schmidt et al. 2016). 

Nichtsdestotrotz können Hygienemanagementstrategien auch nicht den 

gewünschten Effekt auf die Prävalenz innerhalb einer Herde erzielen, was auf eine 

inkonsequente Durchführung von Managementmaßnahmen zurückzuführen sein 

könnte (Klopfstein, Leyer et al. 2021). Hemmnisse für die Teilnahme an 

Bekämpfungsprogrammen oder deren Abbruch beruhen auf damit verbundenen 
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Kosten, Absenz von klinischen Symptomen und mangelnder Kenntnis über die 

Erkrankung (Imada, Roche et al. 2023). 

2.1.6.2 Merzen positiv getesteter Rinder 

Die Entfernung positiv getesteter Rinder, im englischen Sprachgebrauch als 

„test-and-cull“ bekannt, stellt eine wichtige Bekämpfungsmaßnahme dar, da 

infizierte Rinder potenziell MAP ausscheiden und damit eine Infektionsquelle für 

gesunde Tiere darstellen (Tuberquia-Lopez, Correa-Valencia et al. 2022). Jedoch 

zeigen Studien, dass eine alleinige Durchführung der „test-and-cull“-Strategie über 

mehrere Jahre nicht zu einer Reduktion der Prävalenz innerhalb einer Herde führte 

(Kudahl, Nielsen et al. 2008; Vass-Bognar, Khol et al. 2024). Dies kann der 

niedrigen Sensitivität der Nachweisverfahren geschuldet sein, wodurch nicht alle 

infizierten Rinder, vor allem in der frühen Phase der Infektion, zuverlässig 

identifiziert werden können (Camanes, Joly et al. 2018; Garvey 2020; Ottardi, 

Lechner et al. 2024). Eine Kombination aus der Entfernung positiv getesteter Rinder 

mit Hygienemanagementstrategien resultierte in einem größeren Erfolg in der 

Reduktion der Prävalenz innerhalb einer Herde als die alleine Anwendung der 

„test-and-cull“-Strategie (Fox, Caldow et al. 2018; Donat, Einax et al. 2022; Vass-

Bognar, Khol et al. 2024). Im Rahmen des freiwilligen Bekämpfungsprogramms der 

Paratuberkulose in Thüringen, das die zeitnahe Entfernung positiv getesteter Tiere 

sowie Hygienemanagementstrategien empfahl, konnte in einem Rinderbestand 

sogar eine Elimination von MAP innerhalb von zehn Jahren erreicht werden (Donat, 

Einax et al. 2024). Eine ungarischen Studie zeigte, dass die Art des angewendeten 

Nachweisverfahrens zur Identifizierung von MAP-infizierten Rindern für den Erfolg 

der Bekämpfung der Paratuberkulose ausschlaggebend ist (Vass-Bognar, Khol et 

al. 2024). So wurde eine weitaus größere Senkung der Prävalenz durch eine 

Kombination des ELISA-Testverfahrens mit einem direkten Nachweis von MAP in 

Kotproben mittels PCR im Vergleich zum alleinigen Nachweis von 

MAP-spezifischen Antikörpern im ELISA erzielt (Vass-Bognar, Khol et al. 2024). 

Dennoch ist die „test-and-cull“-Strategie aufgrund der potenziellen hohen Anzahl 

sowohl an falsch-negativen, als auch an falsch-positiven Testergebnissen als 

kritisch zu betrachten (Garcia and Shalloo 2015). 
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2.1.6.3 Vakzination 

Die Immunisierung von Rindern gegen die Paratuberkulose stellt eine weitere 

wichtige Maßnahme zur Bekämpfung der Erkrankung dar (Tuberquia-Lopez, 

Correa-Valencia et al. 2022). Bereits 1926 wurde zum ersten Mal von einer Impfung 

gegen die bovine Paratuberkulose berichtet (Vallée and Rinjard 1926). Im 

darauffolgenden letzten Jahrhundert wurden verschiedene Lebend- und 

Totimpfstoffe zur Immunisierung von Rindern und Schafen gegen MAP entwickelt 

(Rosseels and Huygen 2008). Am weitesten verbreitet ist der Einsatz von 

inaktivierten Impfstoffen (Gupta, Singh et al. 2019). Eine Immunisierung zeigte eine 

Reduzierung der Kolonisation von Darmgewebe mit MAP, jedoch keinen 

vollständigen Schutz gegenüber einer Infektion (Sweeney, Whitlock et al. 2009; 

Bastida and Juste 2011). Trotzdem kann eine Impfung zu einer Reduzierung der 

Prävalenz von MAP-ausscheidenden Rindern führen (Juste, Alonso-Hearn et al. 

2009). Die Vakzination als Bekämpfungsmaßnahme gegen die Paratuberkulose 

zeigte wirtschaftlich gesehen die effizienteste Strategie (Rasmussen, Barkema et 

al. 2021). Nichtsdestotrotz ist die Impfung auch mit negativen Effekten, wie 

granulomatöse Veränderungen an der Einstichstelle, verbunden, die zu einer 

Senkung des Schlachtpreises führten (Patton 2011). Außerdem zeigten gegen 

Paratuberkulose geimpfte Rinder eine Interferenz mit dem zum Nachweis von 

boviner Tuberkulose verwendeten Tuberkulintest, bei dem mittels intradermaler 

Injektion von PPD aus Mycobacterium bovis eine Zell-gebundene Immunantwort 

ausgelöst wird, was zu einer Einschränkung von nationalen Tuberkulose-

Eradikationsprogrammen führte (Serrano, Elguezabal et al. 2017; McAloon, Roche 

et al. 2019). Eine Impfung von Rindern gegen die Paratuberkulose ist daher in vielen 

europäischen Ländern, unter anderem in Deutschland, verboten (Whittington, 

Donat et al. 2019). Aufgrund des unzureichenden Schutzes, der womöglich an der 

Auslösung einer ineffizienten Immunantwort liegt, und der negativen 

Begleiterscheinungen von vorhandenen Impfstoffen, werden aktuell neue 

Impfstoffe, vor allem Subunit-Vakzinen, entwickelt, die bereits zu einer protektiven 

Immunität gegen MAP bei Mäusen und einer Verhinderung des Ausscheidens von 

MAP in Ziegen führten (Haghkhah, Hemati et al. 2023; Shao, Cui et al. 2023). Auch 

Fusionsproteine aus MAP können eine protektive Immunität hervorrufen und führen 

im Gegensatz zu kommerziellen inaktivierten Impfstoffen nicht zu einer positiven 
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Reaktion im Tuberkulintest, was einen wichtigen Schritt für die Weiterentwicklung 

von Impfstoffen gegen die Paratuberkulose darstellt (Gupta, Wilson et al. 2022). 

 Wirtschaftliche Bedeutung 

Schätzungen zur Folge betragen in Deutschland die jährlichen Verluste pro Kuh in 

einer positiv getesteten Herde 43,08 US-Dollar und die jährlichen nationalen 

Verluste 150,19 Millionen US-Dollar (Rasmussen, Barkema et al. 2021). Die 

Paratuberkulose führt unter anderem zu Einbußen in der Milchleistung, die je 

infizierte Kuh 452 kg Milch pro Laktation beträgt (Griss, Knific et al. 2024). Neben 

der Milchleistung beeinflusst die Erkrankung durch eine Senkung des Gehalts an 

Milchfett, -protein und Laktose auch die Milchqualität (Jurkovich, Bognar et al. 2016; 

Griss, Knific et al. 2024). Zudem werden infizierte Kühe in Bezug auf ihr Lebensalter 

früher geschlachtet als nicht-infizierte Kühe (Ozsvari, Harnos et al. 2020). 

Gleichzeitig zeigten MAP-infizierte Kühe einen niedrigeren Schlachtwert 

resultierend aus einem geringeren Schlachtgewicht im Vergleich zu nicht-infizierten 

Kühen (Kudahl and Nielsen 2009; Rasmussen, Barkema et al. 2021). Daneben ist 

die Paratuberkulose mit weiteren Erkrankungen wie Mastitis und Pneumonie 

assoziiert, die indirekt wiederum mit höheren Kosten verbunden sind (Raizman, 

Wells et al. 2007; Pritchard, Coffey et al. 2017; Rossi, Grohn et al. 2017). Neben 

diesen Konsequenzen, die einen direkten Einfluss auf die Produktionskosten 

haben, führen auch die durch Kontrollprogramme verbundenen Kosten wie 

Laborkosten, Ersetzung von vorzeitig geschlachteten positiven Rindern durch 

Paratuberkulose-unverdächtige Tiere und Aufwendungen zur Verbesserung des 

Hygienemanagements zu wirtschaftlichen Verlusten (Smith, Al-Mamun et al. 2017; 

Garvey 2020; Rasmussen, Barkema et al. 2022). 

 Zoonotisches Potential 

Um die kausale Ursache von Infektionskrankheiten zu erörtern, können die 

Henle-Koch-Postulate aus dem 19. Jahrhundert herangezogen werden (Koch 1882; 

Loeffler 1884). Diese lauten folgendermaßen (Koch 1882; Loeffler 1884): 

1. Der Erreger muss in jedem Falle der Erkrankung anwesend sein. 

2. Der Erreger muss in Reinkultur anzüchtbar sein. 

3. Durch eine Inokulation dieser Reinkultur muss die Erkrankung in einem 

gesunden, empfänglichen Patienten reproduzierbar sein. 
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4. Der Erreger muss aus diesem zweiten Wirt wiederum isoliert werden. 

Im Rahmen der bovinen Paratuberkulose erfüllte MAP alle Henle-Koch-Postulate, 

weshalb MAP als die kausative Ursache für die Johnesche Krankheit bestimmt 

werden konnte (Harris and Barletta 2001). Auch bei Menschen, die an einer 

chronischen, granulomatösen Enteritis erkrankt waren, konnte MAP nachgewiesen 

werden (Bull, McMinn et al. 2003; Zarei-Kordshouli, Geramizadeh et al. 2019; 

Estevinho, Cabeda et al. 2023). Zudem gelang es bereits, MAP aus humanen 

Gewebeproben und Blut zu isolieren und anzuzüchten (Timms, Daskalopoulos et 

al. 2016; Estevinho, Cabeda et al. 2023; Agrawal, Borody et al. 2024). Damit kann 

sowohl das erste, als auch das zweite Postulat als erfüllt betrachtet werden. Die 

Erfüllung des dritten Postulats – die Reproduktion der Erkrankung – gestaltet sich 

jedoch als eine Herausforderung, da Infektionsexperimente aus ethischen und 

moralischen Gründen an Menschen nicht durchführbar sind. Die Problematik wurde 

durch die Verwendung von Tiermodellen umgangen, bei denen Ziegen mit aus 

Patienten mit chronischer, granulomatösen Enteritis isolierten Mykobakterien 

infiziert wurden und diese eine vergleichbare Entzündungsreaktionen im Darm 

aufwiesen (Chiodini, Van Kruiningen et al. 1984; Van Kruiningen, Chiodini et al. 

1986). Der Erreger konnte dabei aus Gewebeproben auch wieder isoliert werden 

(Van Kruiningen, Chiodini et al. 1986). Durch die Erfüllung der Henle-Koch-

Postulate ist bewiesen, dass sich Menschen grundsätzlich mit MAP infizieren 

können. 

Seit mehreren Jahrzehnten wird MAP als eine potenzielle Ursache für die 

Ausprägung von Morbus Crohn diskutiert (Agrawal, Borody et al. 2024; Rayment, 

Rhodes et al. 2024). Die Heranziehung der Henle-Koch-Postulate als 

Kausalitätskriterien für Morbus Crohn ist jedoch äußerst kritisch zu beurteilen, da 

diese chronische Erkrankung zum einen Merkmale einer Autoimmunerkrankung 

aufweist und zum anderen durch multifaktorielle Ursachen hervorgerufen werden 

kann (Lowe, Yansouni et al. 2008; Rekvig 2024). Im Zusammenhang mit Morbus 

Crohn eignet sich eine Ursachenforschung anhand der Bradford-Hill-Kriterien für 

Kausalität (Uzoigwe, Khaitsa et al. 2007), die 1965 von Sir Austin Bradford Hill 

aufgestellt wurden (Hill 1965): 

1. Effektstärke: Je stärker die Assoziation zwischen Exposition und Krankheit 

ist, desto wahrscheinlicher besteht ein kausaler Zusammenhang. 
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2. Konsistenz: Der Zusammenhang wurde von verschiedenen Personen, an 

verschiedenen Orten, unter verschiedenen Umständen und zu 

unterschiedlichen Zeiten beobachtet. 

3. Spezifität: Eine Kausalität ist zu vermuten, wenn eine spezifische Population 

an einer spezifischen Krankheit leidet. 

4. Zeitliche Beziehung: Die Ursache muss der Wirkung zeitlich vorausgehen. 

5. Biologischer Gradient: Eine Dosis-Wirkung-Beziehung ist gegeben. 

6. Plausibilität: Die Assoziation zwischen Ursache und Wirkung ist biologisch 

plausibel. 

7. Kohärenz: Die Ursache-Wirkungs-Interpretation steht nicht im Gegensatz 

zum Wissen über die Krankheit. 

8. Experiment: Der Kausalitätszusammenhang kann in Experimenten bestätigt 

werden. 

9. Analogie: Der kausale Zusammenhang entspricht einem bereits 

beschriebenen Kausalitätszusammenhang. 

Die Bradford-Hill-Kriterien können auf den aktuellen Stand der Wissenschaft 

angewendet werden, um einen Kausalitätszusammenhang zwischen MAP und 

Morbus Crohn zu erörtern. Eine Assoziation von Morbus Crohn mit MAP wurde 

bereits in mehreren Studien aufgezeigt (Bull, McMinn et al. 2003; Zarei-Kordshouli, 

Geramizadeh et al. 2019; Estevinho, Cabeda et al. 2023). Allerdings wurde MAP 

nicht bei allen Patienten, die an Morbus Crohn erkrankt waren, nachgewiesen 

(Zarei-Kordshouli, Geramizadeh et al. 2019), wodurch eine Effektstärke nicht 

eindeutig definiert werden kann und eine Konsistenz nicht gegeben ist. Auch das 

Kriterium „Spezifität“ kann nicht erfüllt werden, da MAP neben Morbus Crohn mit 

weiteren humanen Autoimmunerkrankungen unter anderem Diabetes Typ 1, 

Multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis und Hashimoto Thyreoiditis assoziiert 

wurde (Ekundayo, Falade et al. 2022; Moghadam, Ghaemi et al. 2022; Asgari, 

Ghaemi et al. 2023; Asgari, Ghaemi et al. 2023). Eine zeitliche Beziehung, bei der 

die Exposition gegenüber MAP vor dem Auftreten von Morbus Crohn erfolgt sein 

muss, ist nach dem derzeitigen Wissensstand nicht eindeutig, da nicht geklärt ist, 

ob MAP bereits vor oder erst nach dem Ausbruch der Erkrankung anwesend ist 

(Jones, Farver et al. 2006). Zudem konnte kein Zusammenhang zwischen 

Menschen mit einem erhöhten Expositionsrisiko gegenüber MAP wie 

landwirtschaftlichem und tierärztlichem Personal und Morbus Crohn hergestellt 
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werden (Qual, Kaneene et al. 2010), wodurch ein biologischer Gradient anhand 

einer Dosis-Wirkung-Beziehung nicht festgestellt werden kann. Die Erfüllung des 

Kriteriums „Kohärenz“ ist nicht eindeutig gegeben, da MAP laut dem Stand der 

Wissenschaft zwar als Ätiologie für Morbus Crohn in Frage kommt, andererseits 

wird diese chronische Krankheit als eine multifaktorielle Erkrankung angesehen, 

deren Entwicklung unter anderem auch durch genetische Komponenten und 

immunologische Faktoren beeinflusst wird (Mintz and Lukin 2023; Diez-Martin, 

Hernandez-Suarez et al. 2024). Studien zum Effekt von anti-mykobakteriellen 

Therapien bei Morbus Crohn-Patienten führten einerseits zu einer Remission oder 

einer Verbesserung der Symptome (Graham, Naser et al. 2019; Agrawal, Hamblin 

et al. 2020), andererseits wurde auch gezeigt, dass durch den Einsatz von 

anti-mykobakteriellen Therapien keine Effekte bei der Behandlung von Morbus 

Crohn erzielt wurden (Afdhal, Long et al. 1991; Swift, Srivastava et al. 1994). Durch 

diese widersprüchlichen Ergebnisse kann auch das Kriterium „Experimente“ als 

nicht-erfüllt betrachtet werden. Letztlich kann aber anhand der bovinen 

Paratuberkulose, deren kausative Ursache MAP ist und die durch eine chronische 

Darmentzündung charakterisiert ist, die Morbus Crohn ähnelt (Mintz and Lukin 

2023), eine Analogie zu Morbus Crohn hergestellt werden, welche eine Assoziation 

zwischen MAP und Morbus Crohn prinzipiell biologisch plausibel macht. 

Zusammengefasst liefert die Bewertung der Bradford-Hill-Kriterien Hinweise darauf, 

dass ein Zusammenhang zwischen MAP und Morbus Crohn bestehen könnte. Ein 

kausaler Zusammenhang kann aber nach dem derzeitigen Stand der Wissenschaft 

nicht bestätigt werden (Agrawal, Borody et al. 2024), was sich auch in den vielen 

unerfüllten Bradford-Hill-Kriterien widerspiegelt. Welche Rolle MAP bei der 

Entwicklung der multifaktoriellen Erkrankung Morbus Crohn spielt, ist bis dato unklar 

(Mintz and Lukin 2023; Diez-Martin, Hernandez-Suarez et al. 2024). 

MAP konnte bereits in Lebensmitteln wie Fleisch, fermentierten Rohwürsten und 

pasteurisierter Milch nachgewiesen werden (Alonso-Hearn, Molina et al. 2009; 

Gerrard, Swift et al. 2018; Lorencova, Babak et al. 2019). Aufgrund des möglichen 

zoonotischen Potentials von MAP ist ein Eintrag in die Lebensmittelkette unter 

anderem durch Bekämpfungsmaßnahmen und der Identifikation von MAP-

ausscheidenden Tieren zu verhindern (Dow and Alvarez 2022).  
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 Bedeutung von Serum für die Diagnostik und Forschung 

Blut zirkuliert als Transportmedium von verschiedensten kleinen Molekülen durch 

den gesamten Körper und kann physiologische und pathologische Prozesse im 

gesamten Organismus widerspiegeln (Zhu 2024). Blut kann in zelluläre und flüssige 

Bestandteile unterteilt werden (Zhu 2024). Wurde dem Blut ein 

gerinnungshemmendes Mittel, wie Ethylendiamintetraacetat (EDTA) oder Heparin 

hinzugefügt, wird der flüssige Bestandteil als Plasma bezeichnet (Zhu 2024). 

Dagegen ist Serum als der von Fibrinogen und anderen Gerinnungsfaktoren 

befreite, flüssige Blutbestandteil beschrieben (Zhu 2024). Serum ist ein einfach zu 

gewinnendes und kostengünstiges biologisches Probenmaterial (Zhang, Shu et al. 

2024). In der medizinischen Diagnostik wird es für eine Vielzahl von biochemischen 

und immunologischen Tests verwendet (Plebani, Banfi et al. 2020; Lee, Jeon et al. 

2024; Tieri, Morsella et al. 2024). Routinetests basieren hauptsächlich auf die sich 

im Blut befindlichen Proteine (Zhu 2024). Diese können in drei Gruppen 

kategorisiert werden (Zhu 2024). Die erste Gruppe besteht aus Proteinen, die eine 

funktionelle Rolle im Blut einnehmen, wie Serumalbumin, Apolipoproteine und das 

C-reaktive Protein und liegen in hohen Konzentrationen im Blut vor (Geyer, Holdt et 

al. 2017; Zhu 2024). Die zweite Gruppe setzt sich aus Proteinen zusammen, die 

aus dem Gewebe ins Blut abgegeben wurden, unter anderem Tumormarker und 

Leberenzyme wie Alanin-Aminotransferase und Aspartat-Aminotransferase (Zhu 

2024). Die Gruppe mit den niedrigsten Proteinkonzentrationen besteht aus 

Signalmolekülen und Rezeptorliganden wie Hormone und Zytokine (Geyer, Holdt et 

al. 2017; Zhu 2024). Schon die kleinste von der Norm abweichende Konzentration 

eines Proteins gibt Hinweise auf einen pathologischen Prozess (Zhu 2024). So 

deutet beispielsweise eine Erhöhung des C-reaktiven Proteins auf eine systemische 

Entzündung hin (Cheng, Wang et al. 2024). Eine Kombination aus verschiedenen 

Biomarkern ermöglicht eine zuverlässigere und spezifischere Diagnose (Englisz, 

Smycz-Kubanska et al. 2024). Zudem können im Serum spezifische Antikörper für 

eine Infektion nachgewiesen werden (Tieri, Morsella et al. 2024). So repräsentiert 

das Serum ein wichtiges Probenmaterial für den Nachweis von MAP-spezifischen 

Antikörpern bei an Paratuberkulose erkrankten Rindern (Tieri, Morsella et al. 2024). 

Somit stellt das Serum auch ein interessantes biologisches Material für die 

biomedizinische Forschung dar, um Assoziationen zwischen sowohl 
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physiologischen als auch pathologischen Prozessen und Veränderungen im 

Proteom und Metabolom herzustellen (Ghaffari, Daniel et al. 2024; Lisuzzo, Laghi 

et al. 2024; Pumpitakkul, Roytrakul et al. 2024). Ein besonderer Schwerpunkt liegt 

dabei auf der Entdeckung neuer Biomarker, um sowohl die Zuverlässigkeit und 

Möglichkeiten aktueller Diagnostikverfahren zu verbessern, als auch eine Prognose 

in Bezug auf den Krankheitsverlauf zu erhalten und einen Behandlungserfolg 

festzustellen (Zhu 2024). 

 Differentielle Proteomanalyse 

Der Begriff Proteom wurde von Marc Wilkins in den 1990er Jahren analog zum 

Begriff Genom definiert und beschreibt die Gesamtheit aller Proteine, die von einem 

Genom exprimiert werden (Wilkins, Sanchez et al. 1996). Im Gegensatz zum 

Genom ist das Proteom hochdynamisch und kann sich unter verschiedensten 

Bedingungen verändern (Wilkins, Sanchez et al. 1996). So kann aus einem 

Protein-codierenden Gen aufgrund von alternativem Spleißen und 

posttranslationalen Modifikationen eine Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen 

hervorgehen (Szelest and Giannopoulos 2024; Zhang, Wu et al. 2024). Anhand der 

differentiellen Proteomanalyse können durch die vergleichende Quantifizierung von 

Proteinen und deren posttranslationalen Modifikationen Abweichungen im Proteom 

zwischen verschiedenen Phänotypen, wie gesund und infiziert, bestimmt werden 

(Schiff, Walker et al. 2024). Diese können sowohl Aufschluss über physiologische 

und pathophysiologische Abläufe geben, als auch zur Identifikation von 

krankheitsbezogenen Biomarkern beitragen, um eine akkurate Diagnose, Prognose 

und Beurteilung eines Therapieerfolgs zu ermöglichen (Rozanova, Barkovits et al. 

2021; Schiff, Walker et al. 2024). 

Die Massenspektrometrie bietet ein modernes, hochsensitives analytisches 

Verfahren für die differentielle Proteomanalyse (Mun, Bhat et al. 2024). Sie basiert 

auf der Separation von ionisierten Peptiden anhand des 

Masse-zu-Ladung-Verhältnisses (m/z) und der anschließenden Detektion dieser 

Ionen (Rozanova, Barkovits et al. 2021). Dafür werden die Proteine oder Peptide 

zunächst durch gängige Ionisationstechniken wie Matrix-unterstützte 

Laser-Desorption/Ionisation (engl. matrix-assistend laser desorption/ionization, 

MALDI) oder Elektrospray-Ionisation (ESI) ionisiert (Rozanova, Barkovits et al. 

2021). Nun können die Ionen in einem Massenspektrometer wie Quadrupole, 
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Orbitrap und time of flight (TOF) mittels unterschiedlicher Verfahren anhand des m/z 

aufgetrennt werden (Rozanova, Barkovits et al. 2021). Um eine höhere Spezifität zu 

erreichen, können auch mehrere Analysatoren in einem Massenspektrometer 

gekoppelt werden, was als Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) bezeichnet wird 

(Rozanova, Barkovits et al. 2021; Shuken 2023). Dabei werden in einer ersten 

Messung (MS1) Vorläuferionen isoliert, die nach einer Fragmentierung durch 

Kollision ein zweites Mal gemessen werden (MS2) (Shuken 2023). Bei der 

datenabhängigen Erfassung (engl. data-dependent acquisition, DDA) werden nur 

die intensivsten Ionen aus MS1 für die MS2 ausgewählt (Shuken 2023). Dagegen 

werden bei der datenunabhängigen Erfassung (engl. data-independent acquisition, 

DIA) im Voraus Massenisolierungsfenster bestimmt und alle Vorläuferionen eines 

Fensters simultan fragmentiert und analysiert, was im Vergleich zur DDA eine 

akkuratere Identifikation und Quantifizierung der Proteine ermöglicht (Rozanova, 

Barkovits et al. 2021). Die erhaltenen Massenspektren können mit 

Proteinsequenzdatenbanken abgeglichen werden, um die Proteine schlussendlich 

zu identifizieren (Degroote, Schmalen et al. 2023). 

Durch eine der Tandem-Massenspektrometrie vorausgeschalteten 

Flüssigkeitschromatographie (engl. liquid chromatography, LC), die LC-MS/MS, 

werden die Proteine beziehungsweise Peptide vor der massenspektrometrischen 

Analyse chromatographisch aufgetrennt, wodurch die Proteinanalyse von 

komplexen Proben verbessert werden kann (Choi, Hercules et al. 2001). Bei der 

Bottom-up-Proteomik wird vor der LC-MS/MS-Analyse ein enzymatischer Verdau 

der Proteine in Peptide beispielsweise durch Trypsin durchgeführt (Duong and Lee 

2023). Die quantitative Massenspektrometrie kann label-basiert oder label-frei 

erfolgen (Shuken 2023). Im Gegensatz zur label-basierten Methode, die auf einer 

Markierung der Proben mittels stabiler Isotopen basiert, beruht die Quantifizierung 

bei der label-freien Massenspektrometrie auf der Intensität einzelner Peptide eines 

Proteins, wobei die Abundanz von Peptiden auf die Gesamtmenge an Peptiden 

normalisiert wird (Rozanova, Barkovits et al. 2021; Degroote, Schmalen et al. 2023). 

Die label-freie Messtechnik ist zwar potenziell weniger präzise als die label-basierte 

Methode, wird aber aufgrund ihrer Kosteneffizienz, dem geringeren Aufwand bei der 

Probenaufbereitung und der Möglichkeit, eine unlimitierte Anzahl an Proben zu 

vergleichen, vermehrt in der Massenspektrometrie eingesetzt (Rozanova, Barkovits 

et al. 2021). 
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 Serumproteomik 

Die Untersuchung des Serumproteoms ist von großer Bedeutung und großem 

Interesse, da es physiologische und pathophysiologische Abläufe eines 

Individuums widerspiegelt und das Serum selbst als biologisches Probenmaterial 

routinemäßig für zahlreiche diagnostische Zwecke verwendet wird (siehe Kapitel 

2.2). Besonders im Rahmen der Erforschung neuer Biomarker für die Diagnostik 

von Erkrankungen, aber auch für den prognostischen Verlauf einer Krankheit und 

die Evaluierung von pharmazeutischen Therapien nimmt die Serumproteomik einen 

hohen Stellenwert in der aktuellen Forschung ein (Zhu 2024). Serum hat gegenüber 

Zellen eine hohe Stabilität zum Vorteil, die eine Lagerung über längere Zeiträume 

und damit bei Bedarf wiederholte Messungen ermöglicht (Grankvist, Gomez et al. 

2019). 

Technisch betrachtet können Serumproteomanalysen in zwei große Gruppen 

gegliedert werden: auf Affinität basierende Technologien und Massenspektrometrie 

(Zhu 2024). Heutzutage gängige Massenspektrometrieverfahren sind unter 

anderem MALDI-TOF und LC-MS/MS (Zhu 2024). Die den Verfahren 

zugrundeliegenden Technologien sind ausführlich in Kapitel 2.3 beschrieben. Für 

auf Affinität basierende Technologien ist das Vorhandensein von geeigneten 

Affinitätsreagenzien zwingend notwendig, wohingegen eine Massenspektrometrie 

ohne diese durchgeführt werden kann (Wang, Zhao et al. 2024). Traditionelle auf 

Affinität basierende Technologien sind ELISA und Western blotting, bei denen vor 

der Analyse allerdings bereits eine limitierte Anzahl an geeigneten, bekannten 

Kandidaten ausgewählt werden muss (Zhu 2024). Da hierbei nicht die Gesamtheit 

der Serumproteine, also das Serumproteom, analysiert werden kann, können diese 

Verfahren nur bedingt zu den Methoden der Serumproteomik gezählt werden. Um 

einen höheren Durchsatz zu erreichen, wurden bereits neue Technologien generiert 

(Zhu 2024). Eine moderne auf Antikörper basierende Technologie ist der Proximity 

extension assay (PEA), auch als Olink bezeichnet, der eine hohe Sensitivität und 

Spezifität bei der Proteomanalyse von humanen und murinen Proben aufweist 

(Wang, Zhao et al. 2024). Dieses Verfahren arbeitet mit dualen Antikörpern, also 

zwei verschiedenen Antikörpern, die gegen ein Protein gerichtet sind (Wang, Zhao 

et al. 2024). Wenn beide Antikörper an das Protein binden, stehen sie sich so nahe 

(proximity), dass die an den Antikörpern befestigten DNA-Oligonukleotide 
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hybridisieren und mittels DNA-Polymerase verlängert werden können (extension) 

(Wang, Zhao et al. 2024). Dadurch entstehen für jedes Protein einzigartige 

DNA-Sequenzen, die mittels PCR amplifiziert werden und anschließend durch next 

generation sequencing oder quantitative PCR (qPCR) ausgelesen werden können 

(Wang, Zhao et al. 2024). Dieses Verfahren ermöglicht es Proteine, die im zu 

untersuchenden Probenmaterial in sehr niedrigen Konzentrationen vorliegen, zu 

detektieren und die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Bindungen zu minimieren, 

wodurch eine hohe Sensitivität und Spezifität erreicht wird (Wang, Zhao et al. 2024). 

Eine weitere neue Technologie ist SomaScan (Zhu 2024). Diese Methode basiert 

auf spezifisch an Protein bindende einzelsträngigen DNAs, den sogenannten 

„SOMAmers“ (Wang, Zhao et al. 2024). Die „SOMAmers“ werden mittels Beads 

immobilisiert und binden an spezifische Proteine, welche daraufhin biotinyliert 

werden, woraufhin die „SOMAmer“-Protein-Komplexe von den Beads gelöst werden 

(Huang, Chen et al. 2021; Wang, Zhao et al. 2024). Durch die Zugabe von Avidin 

werden die biotinylierten Proteine gebunden und gleichzeitig werden die an die 

Proteine gekoppelten „SOMAmers“ aus dem Komplex befreit und mittels 

DNA-Technologien quantifiziert (Huang, Chen et al. 2021; Wang, Zhao et al. 2024). 

Momentan übertrifft die SomaScan-Technologie die Olink-Methode anhand der 

nachweisbaren Proteine (Wang, Zhao et al. 2024). Es ist jedoch zu erwähnen, dass 

beide Technologien bis dato nur für wenige Spezies spezifische 

Affinitätsreagenzien zur Verfügung stellen (laut jeweiliger Hersteller-Website, 

zuletzt aufgerufen am 02. August 2024; Olink (https://olink.com): Mensch und Maus; 

Somalogic (https://somalogic.com): Mensch, Maus, nichtmenschliche Primaten, 

Katze, Hund, Schwein und Ratte), weshalb diese neuartigen, affinitätsbasierenden 

Technologien nicht für die Analyse von bovinen Serumproteomen verwendet 

werden können. Im Gegensatz dazu ist die Massenspektrometrie nicht auf die zur 

Verfügung stehenden Affinitätsreagenzien beschränkt (Wang, Zhao et al. 2024), 

wodurch sie eine geeignete Methode für eine hochauflösende Proteomanalyse von 

bovinem Serum darstellt. 

 Biomarker in mykobakteriellen Infektionen 

Biomarker spielen sowohl in der Diagnostik von Erkrankungen, als auch in der 

Prognose von Krankheitsverläufen und der Beurteilung des Behandlungserfolgs 

pharmazeutischer Therapien eine wichtige Rolle (Pumpitakkul, Roytrakul et al. 
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2024; Zhu 2024). Gerade bei mykobakteriellen Infektionen sind die derzeitig 

verfügbaren Diagnostikverfahren unter anderem aufgrund ihrer eingeschränkten 

Sensitivität und Spezifität und der unterschiedlichen Ausprägungen der 

Erkrankungen nicht zuverlässig, weshalb die Identifizierung von gut geeigneten 

Biomarkern einen enormen Fortschritt im Hinblick auf deren Nachweis bedeuten 

würde (Zhuang, Yang et al. 2024). 

 Tuberkulose 

Für die humane Tuberkulose, ausgelöst durch Mycobacterium tuberculosis – die 

tödlichste Infektionskrankheit der Welt mit jährlich 1,5 Millionen Toten – läuft die 

Suche nach der Identifikation von zuverlässigen Biomarkern seit Jahrzehnten auf 

Hochtouren (Yu, Jiang et al. 2023; Ogunlade, Tadesse et al. 2024). Dies gestaltet 

sich jedoch besonders herausfordernd, da bei der Tuberkulose, wie bei weiteren 

mykobakteriellen Infektionen, latente und aktive Infektionen vorliegen, die durch 

gängige diagnostische Verfahren, die sich aus der Anamnese, bildgebenden 

Verfahren, vor allem der Thorax-Röntgenuntersuchung, dem direkten 

Erregernachweis und immunologischen Nachweisverfahren wie dem 

Tuberkulin-Hauttest und dem IFN-γ-Release Assay, deren Prinzipien anhand der 

bovinen Paratuberkulose bereits in Kapitel 2.1.5.2.2 ausführlich beschrieben 

wurden, zusammensetzen, nicht unterschieden werden können (Kontsevaya, 

Cabibbe et al. 2024; Zhuang, Yang et al. 2024). Beim Rind erfolgt der Nachweis der 

Tuberkulose – ausgelöst durch Mycobacterium bovis – ante-mortem über zwei 

mögliche Testverfahren: dem intradermalen Hauttest und den IFN-γ-Release Assay 

(Buddle, de Lisle et al. 2015). Post-mortem wird die bovine Tuberkulose visuell 

anhand von pathologischen Veränderungen und durch einen direkten 

Erregernachweis diagnostiziert (Nunez-Garcia, Downs et al. 2018). Diese 

Nachweisverfahren weisen deutliche Einschränkungen in Bezug auf die Spezifität 

und vor allem auf die Sensitivität auf (Nunez-Garcia, Downs et al. 2018). 

Durch Proteomanalysen wurde bereits eine Vielzahl an potenziellen Biomarkern 

identifiziert, die oftmals miteinander kombiniert hohe Sensitivitäten und Spezifitäten 

versprechen (Zhuang, Yang et al. 2024). Beispielsweise kann mit Hilfe eines 

Biomarker-Panels aus den sechs, mittels LC-MS/MS identifizierten, im Vergleich zu 

gesunden Patienten höher exprimierten Proteinen FETUB, FCGR3B, LRG1, SELL, 

CD14 und ADA2 eine pulmonare Tuberkulose in humanem Blut nachgewiesen 
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werden (Schiff, Walker et al. 2024). Auch bei Rindern wurden bereits potenziell 

geeignete Biomarker, unter anderem IL-8 und Pentaxin, die im Serum 

beziehungsweise Plasma im Falle einer Erkrankung erhöht waren, für den 

Nachweis der bovinen Tuberkulose identifiziert (Gao, Guo et al. 2019). Neben dem 

generellen Nachweis der Erkrankung existieren auch einzelne potenzielle 

Biomarker und Biomarker-Panel, die eine aktive Tuberkulose von einer latenten 

Tuberkulose differenzieren können (Delemarre, van Hoorn et al. 2021; Wang, Qu et 

al. 2022). Für die humanen Tuberkulose wurde unter anderem ein Biomarker-Panel 

etabliert, das sich aus den Proteinen CCL1, CXCL10 und VEGF und der Aktivität 

der Adenosin-Deaminase zusammensetzt, welche bei einer aktiven Form eine 

erhöhte Expression beziehungsweise Aktivität im Serum im Vergleich zu einer 

latenten Form aufwiesen (Delemarre, van Hoorn et al. 2021). In bovinen Serum 

wurde Kallikrein12, welches über Bradykininrezeptoren die im Rahmen der 

Tuberkulose an der Gewebeschädigung beteiligten Matrix-Metalloproteinasen 1 

und 9 reguliert, als ein Biomarker für die Differenzierung einer aktiven Tuberkulose 

von einer latenten Tuberkulose identifiziert (Wang, Qu et al. 2022). Dabei zeigte 

Kallikrein12 bei einer aktiven Form eine signifikant erhöhte Expression im Vergleich 

zur latenten Form (Wang, Qu et al. 2022). Jedoch ist der Einsatz von bereits 

identifizierten Biomarkern in der klinischen Diagnostik aufgrund von fehlenden 

Validierungen und großangelegten Studien bisweilen eingeschränkt (Nogueira, 

Krishnan et al. 2022). Für die Entwicklung von zuverlässigen Diagnostikverfahren 

bieten Biomarker-Datenbanken eine gute Möglichkeit, verschiedenste Kandidaten 

zu sammeln und zu validieren, um einen effektiven Fortschritt in Richtung klinischer 

Anwendung zu ermöglichen (Yerlikaya, Broger et al. 2017). 

 Lepra 

Bei der Lepra basiert die Diagnose auf den klinischen Symptomen und dem direkten 

beziehungsweise indirekten Erregernachweises (Lopes-Luz, Saavedra et al. 2023). 

Beim direkten Nachweisverfahren wird Mycobacterium leprae mikroskopisch in 

einem intradermalen Abstrich detektiert (Lopes-Luz, Saavedra et al. 2023). Für den 

indirekten Erregernachweis existieren serologische Testverfahren, bei denen 

spezifische Antikörper gegen das phenolische Glykolipid-I, einem 

Zellwandbestandteil von Mycobacterium leprae, nachgewiesen werden (Lopes-Luz, 

Saavedra et al. 2023). Durch dieses Nachweisverfahren können allerdings 
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Patienten mit paucibazillärer Lepra (≤ fünf Hautläsionen) im Gegensatz zu Patienten 

mit multibazillärer Lepra nicht zuverlässig identifiziert werden (Lopes-Luz, Saavedra 

et al. 2023). Diese nicht nachgewiesenen Lepra-Infektionen und jene ohne klinische 

Symptome stellen, wie bei der Tuberkulose und Paratuberkulose, ein besonderes 

Risiko für eine Transmission des Erregers auf Gesunde dar (van Hooij, Tjon Kon 

Fat et al. 2021). Zusätzlich kommt es aufgrund einer eingeschränkten Spezifität des 

Nachweisverfahrens wie bei anderen mykobakteriellen Infektionen zu falsch-

positiven Ergebnissen, die mit gravierenden gesundheitlichen und sozialen Folgen 

für die Patienten einhergehen (Wagh, Mugudalabetta et al. 2018). Viele Studien 

haben in den vergangenen Jahren bereits eine Vielzahl an potenziellen Biomarkern 

für die Lepra-Erkrankung, unter anderem IL-1Ra und CXCL10, die im Falle einer 

Erkrankung eine erhöhte Expression im Blut aufwiesen, identifiziert (van Hooij, van 

den Eeden et al. 2019; Prakoeswa, Haningtyas et al. 2024). Dennoch bleibt auch 

für diese mykobakterielle Infektionskrankheit der Bedarf an weiteren potenziellen 

Biomarkern für einen zuverlässigen und frühen Nachweis der Infektion essentiell 

(Zhou, Shi et al. 2024). 

 Paratuberkulose 

Die diagnostischen Nachweisverfahren der bovinen Paratuberkulose und deren 

Limitationen wurden in Kapitel 2.1.5 detailliert aufgezeigt. Neuere Studien 

beschäftigen sich mit Hilfe von Analysen des Serumproteoms mit der Identifizierung 

potenzieller Kandidaten für eine zuverlässige Diagnostik MAP-infizierter Tiere 

(Park, Park et al. 2021; Park, Park et al. 2022; Navarro Leon, Munoz et al. 2024). 

Ein potenzieller Biomarker stellt dabei Alpha-2-Makroglobulin dar, welcher in einer 

Validierung mittels ELISA eine Sensitivität von 90,4 % und eine Spezifität von 100 % 

für die Detektion von MAP-infizierten Rindern erreicht (Park, Park et al. 2021). 

Alpha-2-Makroglobulin wird unter anderem von humanen Makrophagen sezerniert, 

ist ein Proteaseinhibitor und moduliert die Aktivität von Zytokinen wie TNF-α und 

IL-2 (White, Janoff et al. 1980; Cater, Wilson et al. 2019; Vandooren and Itoh 2021). 

Im Serum von MAP-infizierten Rindern zeigte Alpha-2-Makroglobulin eine erhöhte 

Expression, wobei vermutet wird, dass diese Erhöhung mit der Freisetzung von 

MAP-Serinproteasen und der hohen Konzentration an pro-inflammatorischen 

Zykokinen während einer MAP-Infektion im Zusammenhang steht (Park, Park et al. 

2021). 
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In einer weiteren Studie wurde Fetuin als ein weiterer potenzieller Kandidat für 

MAP-ausscheidende Rinder detektiert, wobei Fetuin im Falle einer Infektion mit 

MAP im Vergleich zu gesunden Rindern eine niedrigere Abundanz aufwies (Park, 

Park et al. 2022). Fetuin reguliert bei Menschen den inflammatorischen Prozess, 

der durch eine Infektion induziert wird, indem es pro-inflammatorische Zytokine in 

Makrophagen moduliert (Wang and Sama 2012; Park, Park et al. 2022). In dieser 

Studie wurde der Infektionsstatus der Rinder anhand der Ergebnisse eines ELISAs 

für den Nachweis von MAP-spezifischen Antikörpern im Serum und einer qPCR für 

die Detektion von MAP in Kotproben festgelegt (Park, Park et al. 2022). In der 

Validierung mittels ELISA wies Fetuin beim Vergleich der gesunden Rinder, die in 

beiden Testverfahren negativ waren, mit MAP-infizierten Rindern, die MAP über den 

Kot ausschieden, aber bei denen im Serum keine MAP-spezifischen Antikörper 

nachgewiesen werden konnte, eine Sensitivität von 92,6 % und eine Spezifität von 

94,4 % auf (Park, Park et al. 2022). Werden jedoch alle MAP-infizierten Rinder, die 

in mindestens einem Nachweisverfahren ein positives Ergebnis erzielten, mit den 

gesunden Rindern verglichen, zeigten sich deutliche Limitationen in der Sensitivität 

(56,7 %) und Spezifität (93,1 %) (Park, Park et al. 2022), wodurch eine zuverlässige 

Detektion aller MAP-infizierten Rinder nicht gewährleistet werden kann. 

Navarro Leon et al. führten an sechs, mittels Massenspektrometrie differentiell 

abundanten Proteinen, IGFBP2, ORM1, CFH, SERPINC1, KNG1 und LBP, eine 

Validierung mittels ELISA durch (Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Dabei wiesen 

lediglich IGFBP2 (Sensitivität: 70,37 %; Spezifität: 73,08 %), ORM1 (Sensitivität: 

57,4 %; Spezifität: 87,5 %) und CFH (Sensitivität: 26,41 %; Spezifität: 92,73 %) eine 

signifikant erhöhte Abundanz in MAP-infizierten Rindern im Vergleich zu 

nicht-infizierten Rindern, allerdings mit deutlichen Einschränkungen in der 

Sensitivität und Spezifität, auf (Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Dies verdeutlicht, 

dass massenspektrometrisch identifizierte Kandidaten einen angemessenen 

Validierungsprozess durchlaufen müssen und Wechselwirkungen mit anderen 

Erkrankungen erkannt werden müssen, bevor sie als praxistauglich deklariert 

werden können (Navarro Leon, Munoz et al. 2024). 

Die bisher identifizierten potenziellen Biomarker zeigen deutliche Einschränkungen 

hinsichtlich eines zuverlässigen Nachweises von MAP-infizierten Rindern (Park, 

Park et al. 2021; Park, Park et al. 2022; Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Die 

Identifizierung weiterer gut geeigneter Kandidaten zur Verbesserung der derzeit 
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verfügbaren diagnostischen Nachweisverfahren, die aufgrund geringer Sensitivität 

und Spezifität ein hohes Risiko der Erregerverbreitung durch vor allem subklinisch 

infizierte Rinder bergen, ist daher essentiell (Garvey 2020; Navarro Leon, Munoz et 

al. 2024). Geeignete Biomarker hätten ein erhebliches Potential, eine hohe 

Zuverlässigkeit beim Nachweis von MAP-Infektionen zu erreichen, um eine 

effiziente Bekämpfung der Paratuberkulose zu ermöglichen (Alonso-Hearn, 

Ballesteros et al. 2023). 
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4 DISKUSSION 

Die Paratuberkulose ist eine schwere, unheilbare Infektionskrankheit, die Rinder 

und andere Haus- und Wildwiederkäuer betrifft (Ottardi, Lechner et al. 2024; WOAH 

2024). Die Erkrankung hat aufgrund des zoonotischen Potentials ihres 

zugrundeliegenden Erregers, MAP, neben hohen wirtschaftlichen Folgen eine 

beträchtliche Relevanz im Kontext des One Health Ansatzes, der auf eine 

Verbesserung der globalen Gesundheit durch ein gesamtheitliches Betrachten des 

Zusammenspiels zwischen Mensch, Tier und Umwelt abzielt (Dow and Alvarez 

2022; Griss, Knific et al. 2024). Daher ist es zwingend notwendig, den Erreger durch 

geeignete Maßnahmen zu bekämpfen und einen Eintrag in die Lebensmittelkette zu 

verhindern. Da die derzeitig zur Verfügung stehenden Nachweisverfahren aufgrund 

unzureichender Sensitivität und Spezifität vor allem subklinisch MAP-infizierte 

Rinder nicht zuverlässig detektieren (Tuberquia-Lopez, Correa-Valencia et al. 

2022), ist eine Identifizierung geeigneter Biomarker von großer Bedeutung. 

Gleichzeitig ist eine Aufklärung der komplexen Wirt-Pathogen-Interaktionen für eine 

effektive Bekämpfung der Paratuberkulose essentiell, um erfolgsversprechende 

Präventionsmaßnahmen und Strategien für eine zielgerichtete Intervention im Wirt 

etablieren zu können. Um diese beiden Ziele – die Entdeckung und Validierung 

neuer Biomarker sowie die Etablierung effizienter Bekämpfungsmaßnahmen – zu 

verfolgen, wurde das Serumproteom von Milchkühen von drei verschiedenen 

Phänotypen differentiell untersucht (Publikation). Hierfür wurden zwei verschiedene 

Betriebe herangezogen, die eine ähnliche Herdengröße und vergleichbare 

Haltungssysteme aufwiesen. Bei der Auswahl der Kühe wurde stets auf ein 

einheitliches Altersspektrum und auf eine vergleichbare Zusammensetzung der 

Rinderrassen geachtet. Die erste Gruppe setzte sich aus gesunden Kühen eines 

Paratuberkulose-freien Betriebs zusammen. Der Paratuberkulose-Status dieses 

Betriebs wurde anhand von regelmäßigen Einzeltierkotproben und Umweltproben 

anhand von Sockentupfern bestimmt, wobei alle gewonnenen Proben stets ein 

negatives Ergebnis in der kulturellen Anzucht auf HEYM-Agar erzielten. Zudem 

wurden anhand des ELISA-Testverfahren keine MAP-spezifischen Antikörper in 

Serumproben und Einzeltiermilchproben detektiert (Publikation). Für die anderen 

beiden Gruppen wurde ein Rinderbetrieb herangezogen, in dem MAP 

nachgewiesen wurde. Nach einem umfangreichen Paratuberkulose-Screening 
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mittels kultureller Anzucht von MAP aus Einzeltierkotproben sowie des Nachweises 

MAP-spezifischer Antikörper in Serumproben und Einzeltiermilchproben anhand 

der ELISA-Testmethode wurden die Milchkühe des infizierten Betriebs in nicht-

infizierte, gesunde Kühe und infizierte Kühe unterteilt (Publikation). Kühe mit 

ausschließlich negativen Testergebnissen wurden als gesunde, nicht-infizierte 

Kühe kategorisiert, wohingegen die infizierten Kühe positive Testergebnisse 

aufwiesen. Kühe mit nicht eindeutig zuordbaren Ergebnissen wurden von der Studie 

ausgeschlossen. Da die infizierten Kühe zwar subklinisch erkrankt waren, aber in 

jedem Fall MAP über den Kot ausschieden, ist davon auszugehen, dass die 

gesunden, nicht-infizierten Kühe dieses Betriebs dem Erreger auf jeden Fall 

ausgesetzt waren, sich jedoch – soweit nachweisbar – nicht infiziert hatten. Zu 

beachten ist hier jedoch, dass eine Infektion aufgrund der unzureichenden 

Sensitivität der Nachweisverfahren, vor allem im Anfangsstadium der Infektion, nie 

mit einer hundertprozentigen Sicherheit ausgeschlossen werden kann. Die 

Kombination der Anzucht von MAP aus Kotproben mit dem Nachweis MAP-

spezifischer Antikörper in Serum und Milch bietet jedoch eine hohe Verlässlichkeit 

der Eingruppierung der untersuchten Kühe. Dennoch kann hierbei eine 

intermittierende Erregerausscheidung zu falsch-negativen Testergebnissen führen. 

Auch Kühe im Anfangsstadium der Infektion könnten aufgrund fehlender 

Serokonversion nicht detektiert worden sein. Die mögliche Fehlzuordnung von nicht 

nachweisbar MAP-infizierten Kühen zu den nicht-infizierten Kühen des infizierten 

Betriebs kann daher als eine Limitation dieser Arbeit angesehen werden. Um diese 

potenzielle Problematik zu umgehen, wurden Kühe aus einem Paratuberkulose-

freien Bestand herangezogen, dessen negativer Paratuberkulose-Status durch die 

regelmäßige Analyse von Einzeltierkot- und Umweltproben gewährleistet werden 

konnte. Zudem zeigten die Kühe des Paratuberkulose-freien Betriebs in keinem Fall 

MAP-spezifische Antikörper in Serumproben und Einzeltiermilchproben im ELISA 

(Publikation). Die gesunden Kühe beider Kontrollgruppen – die des infizierten 

Betriebs und die des Paratuberkulose-freien Betriebs – wurden in dieser Arbeit als 

gesunde, nicht-infizierte Kühe betrachtet (Publikation). Der Unterschied zwischen 

den beiden Kontrollgruppen bestand darin, dass die nicht-infizierten Kühe der 

infizierten Herde bereits mit MAP in Kontakt gekommen waren, während die 

gesunden Kühe des Paratuberkulose-freien Betriebs noch nie mit dem Erreger in 

Kontakt gekommen waren. Dadurch war es möglich, Unterschiede in Wirt-
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Pathogen-Interaktionen und Immunreaktionen zu ermitteln, die für eine erfolgreiche 

Eliminierung des Erregers essentiell sind. 

In der Analyse des bovinen Serumproteoms mittels label-freier LC-MS/MS konnten 

394 Proteine identifiziert werden. Von diesen Proteinen zeigten 60 Proteine 

signifikante Abundanzunterschiede zwischen MAP-infizierten und gesunden, 

nicht-infizierten Kühen derselben infizierten Herde (Figure 1a, Publikation). Im 

Vergleich zwischen MAP-infizierten Rindern und gesunden Kontrollkühen eines 

Paratuberkulose-freien Bestandes waren 90 Proteine signifikant differentiell 

abundant (Figure 1b, Publikation). Damit konnten für alle drei Vergleichsgruppen 

unterschiedliche Serumproteinprofile ermittelt werden. Dadurch konnten durch die 

Betrachtung der differentiell abundanten Proteine Rückschlüsse auf die 

unterschiedlichen Wirt-Pathogen-Interaktionen gezogen werden. Differentiell 

abundante Proteine wie Fc fragment of IgG, high affinity Ia, receptor (FCGR1A), 

MHC-Klasse-II, Cathepsin S (CTSS), Cysteine-rich secretory protein 3 (CRISP3) 

und Cathepsin C (CTSC) zeigten dabei eine starke Assoziation zu immunologischen 

Funktionen wie Fc-gamma-Rezeptor (FCGR)-abhängige Phagozytose, 

verschiedene neutrophile Effektorfunktionen und MHC-Klasse-II-

Antigenpräsentation (Publikation). 

In dieser Serumproteomik wurde vor der Analyse bewusst keine Depletion von 

hochabundanten Proteinen durchgeführt. Im Serum liegen wenige Proteine wie 

Serumalbumin, Immunglobuline, Transferrin und Apolipoproteine in sehr hohen 

Konzentrationen vor und machen 90 % des gesamten Proteingehalts aus, während 

die für eine Krankheit spezifischen Biomarker in der Regel in niedrigen 

Konzentrationen vorkommen (Bellei, Bergamini et al. 2011; Hu, Yang et al. 2024). 

Durch diesen großen dynamischen Bereich von Proteinkonzentrationen tritt bei der 

massenspektrometrischen Analyse durch die Anwesenheit der hochabundanten 

Proteine eine Ionensuppression auf, wodurch Proteine, die in niedrigen 

Konzentrationen vorliegen, nicht adäquat detektiert werden können (Hands, Sayers 

et al. 2020). Um diese Wechselwirkungen zu vermeiden, werden häufig ein oder 

mehrere hochabundante Proteine aus dem Serum entfernt (Lu, Wang et al. 2021; 

Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Dabei kommen spezifische Liganden oder 

Antikörper zum Einsatz, die ein bestimmtes oder mehrere hochabundante Proteine 

binden (Lee, Osman et al. 2019). Wird das Serum nun durch eine mit diesen 

Liganden oder Antikörpern beschichteten Säule geleitet, verbleiben die zu 
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depletierenden Proteine in dieser, während die anderen Proteine die Säule 

passieren (Lee, Osman et al. 2019). Eine Depletion birgt jedoch das Risiko, dass 

zusätzlich zu den bestimmten dominanten Proteinen auch niedrigabundante, die 

von Interesse sind, unbeabsichtigt entfernt werden (Jahanban-Esfahlan and 

Amarowicz 2024). Da hochabundante Serumproteine wie Albumin als 

Transportträger für verschiedene Moleküle fungieren, kann eine Depletion von 

Proteinen, die in hohen Konzentrationen im Serum vorliegen, durchaus zu einem 

Verlust von niedrigabundanten Peptiden und Proteinen führen, die an diese 

gebunden sind (Bellei, Bergamini et al. 2011). Gleichzeitig kommt es zu 

unspezifischen Bindungen von Nicht-Zielproteinen an die Liganden, die für eine 

Depletion von hochabundanten Proteinen aus dem Serum zum Einsatz kommen, 

wodurch wiederum potenzielle Kandidaten verloren gehen (Tiambeng, Roberts et 

al. 2020). Die Depletion von hochabundanten Proteinen im humanen Plasma führte 

unter anderem zur ungewollten Entfernung von Zytokinen (Granger, Siddiqui et al. 

2005; Lee, Osman et al. 2019). Ein weiterer großer Nachteil der Depletion von 

hochabundanten Proteinen aus bovinem Serum ist, dass die zur Verfügung 

stehenden, kommerziellen Depletion-Kits in der Regel humanspezifisch sind und 

bei bovinem Probenmaterial nicht die gewünschte Effizienz erreichen (Marco-

Ramell and Bassols 2010). Aufgrund dieser aufgezeigten Limitationen der Depletion 

hochabundanter Proteine, untersuchten wir in unserer Proteomanalyse das Serum 

nicht-depletiert, um einen ungewollten Verlust von interessanten Proteinen und 

Peptiden zu vermeiden, jedoch mit dem Risiko niedrigabundante Proteine und 

Peptide nicht adäquat mittels Massenspektrometrie zu detektieren. Dies lässt sich 

aber durch eine Reduzierung der Ionensuppression durch moderne, 

hochauflösende Technologien der Massenspektrometrie, wie die 

an eine Hochleistungsflüssigchromatographie gekoppelte DIA-Tandem-

Massenspektrometrie, welche wir für unsere Analyse verwendeten, vermindern 

(Kraut, Louwagie et al. 2019; Pietrowska, Wlosowicz et al. 2019). Zudem konnten 

wir durch den Verzicht auf eine Depletion hochabundanter Proteine unser Ziel 

verfolgen, differentiell abundante Proteine im unbehandelten Serum zu 

identifizieren, wodurch eine Praxistauglichkeit potenzieller Biomarker gewährleistet 

werden kann, da bovines Serum in der Regel in seiner natürlichen, unbehandelten 

Form für klinische Untersuchungen verwendet wird, um beispielsweise eine Ketose 

mittels der bereits etablierten Biomarker β-Hydroxybutyrat und nicht-veresterte 
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Fettsäuren zu diagnostizieren (Tremblay, Kammer et al. 2018; Luke, Morton et al. 

2024). 

Wie zu erwarten identifizierten wir eine niedrigere Gesamtanzahl an Proteinen, 

nämlich 394, als in einer vergleichbaren Studie zur Proteomik von an 

Paratuberkulose erkrankten Rindern im Vergleich zu gesunden Rindern infizierter 

Betriebe, bei der 669 Proteine im depletierten Serum detektiert wurden (Navarro 

Leon, Munoz et al. 2024). Navarro Leon et al. führten vor der 

massenspektrometrischen Analyse mittels LC-MS/MS eine Depletion von 14 

hochabundanten Proteinen (Albumin, Alpha-1-Antitrypsin, Haptoglobin, Fibrinogen, 

Alpha-1-Acid Glykoprotein, Alpha-2-Makroglobulin, Transferrin, Komplement C3 

und verschiedene Apolipoproteine sowie Immunglobuline) aus dem Serum mittels 

Antikörper-basierter Affinitätschromatographie durch, bei der aviäre IgY-Antikörper 

gegen diese hochabundanten Proteine, allerdings humanspezifisch, verwendet 

wurden (Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Die höhere Zahl an identifizierten 

Proteinen in der Studie von Navarro Leon et al. im Vergleich zu unserer 

Serumproteomik kann an der Depletion von hochabundanten Proteinen liegen, 

wodurch offenbar eine größere Anzahl an niedrigabundanten Proteinen detektiert 

werden konnte. Diese Annahme würde zunächst darauf hindeuten, dass für die 

Analyse des Serumproteoms bei der Probenaufbereitung eine Depletion vorteilhaft 

ist. Allerdings konnten wir in unserer Proteomanalyse 60 signifikant differentiell 

abundante Proteine beim Vergleich von MAP-infizierten Rindern mit gesunden, 

nicht-infizierten Kühen desselben Bestandes bestimmen (Figure 1a, Publikation) – 

demselben Vergleichsszenario wie bei Navarro Leon et al, wohingegen in deren 

Untersuchung nur neun Proteine signifikante Abundanzunterschiede aufwiesen 

(Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Dieses Resultat kann mit den bereits 

aufgezeigten Limitationen der vorangegangen Depletion hochabundanter Proteine 

im Zusammenhang stehen, wodurch es vor allem durch die fehlende Spezifität 

eingesetzter Antikörper zu bovinen Proteinen zu einer ineffizienten Entfernung 

dieser Proteine und einem gleichzeitigen Verlust von interessanten, 

niedrigabundanten Kandidaten gekommen sein könnte. Da vor allem differentiell 

abundante Proteine entscheidend für die Aufklärung der komplexen Pathogen-Wirt-

Interaktionen bei einer Infektion mit MAP sind und potenzielle Biomarker für die 

Paratuberkulose darstellen, übertreffen unsere Ergebnisse die der Studie von 

Navarro Leon et al. Daraus lässt sich schließen, dass die von uns angewandten 
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Methoden denen dieser Vergleichsstudie überlegen sind. Ein weiterer Unterschied 

zu unserer Serumproteomik, bei der die MAP-Infektion anhand des kulturellen 

Nachweises des Erregers sowie des Vorhandenseins von MAP-spezifischen 

Antikörpern bestimmt wurde, besteht darin, dass Navarro Leon et al. für die 

Einteilung von MAP-infizierten Kühe andere Kriterien heranzogen (Navarro Leon, 

Munoz et al. 2024). Alle MAP-infizierten Rinder in dieser Studie zeigten ein positives 

Ergebnis in der Ziehl-Neelsen-Färbung von Darmgewebe, in der säurefeste 

Bakterien, zu denen MAPs zugeordnet werden, angefärbt werden können (Navarro 

Leon, Munoz et al. 2024). Anhand der histopathologisch bestimmten Ausprägung 

der Läsionen im Darm wurden diese in „fokal“ und „diffus“ unterteilt (Navarro Leon, 

Munoz et al. 2024). Bei infizierten Rindern mit einer fokalen Ausprägung konnten 

weder MAP-spezifische Antikörper im Serum noch MAPs in der kulturellen Anzucht 

von Kotproben nachgewiesen werden (Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Zudem 

waren zwar bei allen MAP-infizierten Rindern mit diffusen Läsionen MAP-

spezifische Antikörper vorhanden, dennoch zeigte lediglich eines der vier Rinder ein 

positives Ergebnis in der kulturellen Anzucht von Kotproben (Navarro Leon, Munoz 

et al. 2024). Dies deutet darauf hin, dass im Gegensatz zu den von uns bestimmten 

MAP-infizierten Kühen kein deutlich ausgeprägtes Entzündungsgeschehen mit 

kontinuierlicher Erregerausscheidung vorhanden war, wodurch das Serumproteom 

von MAP-infizierten Kühen nur geringe signifikante Unterschiede im Vergleich zu 

den Kontrollkühen aufwies. 

Drei dieser neun Proteine, Vitamin-D-bindendes Protein, Komplementkomponente 

6 und Fetuin B, die in der Proteomanalyse von Navarro Leon et al. signifikante 

Abundanzunterschiede aufwiesen (Navarro Leon, Munoz et al. 2024), konnten wir 

in unserer Serumproteomik identifizieren (Publikation). Sowohl das 

Vitamin-D-bindende Protein als auch die Komplementkomponente 6 wiesen in 

unserer Analyse des Serumproteoms keine signifikante differentielle Abundanz 

zwischen den untersuchten Gruppen auf (Publikation). Das Vitamin-D-bindende 

Protein wird bei Menschen in der Leber synthetisiert und ist für den Transport von 

Vitamin D und dessen Metaboliten im Blut zuständig, wobei es zudem unter 

anderem durch eine Erhöhung der Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten und 

eine Aktivierung von Makrophagen immunregulatorisch wirkt (Pop, Sirbe et al. 

2022). Beim Menschen ist die Komplementkomponente 6 ein Teil des 

Membranangriffkomplexes, welcher die Zellmembran von Fremdzellen perforiert, 
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wodurch diese lysiert werden (Ma, Chen et al. 2021). Bei Navarro Leon et al. zeigten 

ausschließlich MAP-infizierte Rinder mit diffusen Läsionen eine erhöhte Abundanz 

der beiden Proteine (Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Dennoch ist hier zu 

erwähnen, dass die Rinder dieser Gruppe zwar MAP-spezifische Antikörper 

bildeten, aber nur in 25 % der Fälle MAP mit dem Kot ausschieden (Navarro Leon, 

Munoz et al. 2024), wohingegen die von uns bestimmten MAP-infizierten Rinder zu 

100 % der Fälle den Erreger fäkal ausschieden (Publikation). Dies könnte darauf 

hindeuten, dass sowohl das Vitamin-D-bindende Protein als auch die 

Komplementkomponente 6 nur eine erhöhte Abundanz aufweisen, wenn bereits 

MAP-spezifische Antikörper gebildet wurden, der Erreger aber noch nicht 

kontinuierlich mit dem Kot ausgeschieden wird. Welche Bedeutung die beiden 

Proteine hierbei haben, ist unklar. Basierend auf diesen Ergebnissen wäre der 

Nachweis einer MAP-Infektion nur bei einem Teil der infizierten Rinder möglich, 

weshalb diese beiden Proteine nicht als Biomarker für die bovine Paratuberkulose 

geeignet sind. Es wäre dennoch interessant, diese beiden Kandidaten in 

Serumproben von Rindern mit verschiedenen Krankheitsstadien der 

Paratuberkulose weiter zu untersuchen. 

In unserer Serumproteomik konnten wir eine erhöhte Abundanz von Fetuin B in 

MAP-infizierten Kühen im Vergleich zu gesunden Kühen eines Paratuberkulose-

freien Bestandes aufzeigen (Publikation). Welche Rolle eine erhöhte Abundanz von 

Fetuin B in MAP-infizierten Tieren spielt, ist bis jetzt noch nicht geklärt. Eine erhöhte 

Abundanz von Fetuin B wurde bereits im Plasmaproteom von Menschen mit einer 

pulmonaren Tuberkulose detektiert (Schiff, Walker et al. 2024). Auch beim 

Menschen ist die pathologische Rolle von Fetuin B während der Tuberkulose 

weitestgehend unbekannt. Die Autoren stellten die Hypothese auf, dass Fetuin B 

aufgrund seiner Korrelation mit der Verschlechterung der Lungenfunktion bei 

chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen mit einer destruktiven 

Lungenpathologie assoziiert ist (Schiff, Walker et al. 2024). Fetuin B könnte daher 

auch mit den histopathologischen Läsionen im Darmgewebe von an 

Paratuberkulose erkrankten Rindern im Zusammenhang stehen. Bei Mäusen wurde 

gezeigt, dass Fetuin B in der Leber synthetisiert wird und für die Fertilisation eine 

wichtige Rolle spielt, indem es die Aushärtung der Zona pellucida der Eizelle 

verhindert, um eine Befruchtungsfähigkeit der Eizelle zu gewährleisten (Dietzel, 

Wessling et al. 2013). In Hinblick auf die Fruchtbarkeit MAP-infizierter Milchkühe ist 
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bereits bekannt, dass eine Infektion zu einer reduzierten Fertilität führt (Ozsvari, 

Harnos et al. 2020). Ob eine erhöhte Abundanz von Fetuin B im Serum von 

MAP-infizierten Kühen im Zusammenhang mit einer reduzierten Fertilität steht, ist 

jedoch unklar und kann durch eine Messung der Proteinlevel von Fetuin B im Serum 

von Kühen bei gleichzeitiger Auswertung der Reproduktionsdaten wie 

Zwischenkalbezeit und Besamungsindex untersucht werden. Weiterhin wurde an 

Mäusen gezeigt, dass Fetuin B eine Dysregulation des Glukosemetabolismus 

induzierte, indem es eine Glukose-Intoleranz auslöste (Meex, Hoy et al. 2015). 

Möglicherweise induziert MAP eine vermehrte Synthese von Fetuin B in der Leber, 

welches resultierend aus einer Dysregulation des Glukosemetabolismus zu einer 

erhöhten Glukosekonzentration im Blut führt, womit das Wachstum des Erregers 

gefördert werden könnte. Diese Hypothese muss in weiteren Studien untersucht 

werden. Dabei können Fetuin B Knockout-Tiere zum Einsatz kommen, indem das 

Wachstum von MAP im Vergleich zu Wildtypen untersucht wird. 

Beim Vergleich der MAP-infizierten Kühe mit den gesunden, nicht-infizierten Kühen 

desselben Betriebs, die eine wichtige Kontrollgruppe darstellen, da sie denselben 

Umweltbedingungen wie den MAP-infizierten Kühen ausgesetzt waren, konnten wir 

keine signifikanten Abundanzunterschiede von Fetuin B nachweisen (Publikation), 

wohingegen Navarro Leon et al. in diesem Vergleich eine erhöhte Abundanz von 

Fetuin B bestimmen konnten (Navarro Leon, Munoz et al. 2024). Da in dieser Studie 

im Gegensatz zu den von uns herangezogenen Rindern nur eines der MAP-

infizierten Rinder den Erreger mit dem Kot ausschied, ist die MAP-Exposition 

gesunder, nicht-infizierter Rinder eher als gering einzuschätzen. Dadurch kann es 

sein, dass in den von Navarro Leon et al. untersuchten Herden, nicht-infizierte 

Rinder gar nicht mit MAP in Kontakt kamen und potenziell eher mit denen unseres 

Paratuberkulose-freien Betriebs vergleichbar sind. Denn im Vergleich zu diesen 

Rindern konnten wir durchaus eine erhöhte Abundanz von Fetuin B im Serum von 

MAP-infizierten Kühen nachweisen (Publikation). Unsere Ergebnisse zeigen, dass 

Fetuin B für eine Differenzierung von MAP-infizierten und nicht-infizierten Kühen 

ungeeignet ist. Sie deuten aber auch darauf hin, dass lediglich der Kontakt mit dem 

Erreger und nicht eine Infektion mit MAP zu einer erhöhten Abundanz von Fetuin B 

führt. Daher könnte Fetuin B als ein potenzieller Biomarker für das generelle 

Vorhandensein von MAP in einem Bestand herangezogen werden, jedoch nicht um 

eine Infektion nachzuweisen. Ob nicht die Infektion selbst, sondern bereits ein 
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Kontakt mit MAP zu einer erhöhten Abundanz von Fetuin B im Serum führt, kann 

durch die Inokulation von inaktivierten MAPs erfolgen, woraufhin zu verschiedenen 

Zeitpunkten die Abundanz von Fetuin B im Serum bestimmt werden kann.  

In unserer Proteomanalyse der im flüssigen Bestandteil des Blutes vorliegenden 

Proteine wurde Serum als Biofluid verwendet. Im Serum liegen die flüssigen 

Bestandteile des Blutes von Fibrinogen und anderen Gerinnungsfaktoren getrennt 

vor, wohingegen im Plasma aufgrund der Inhibierung der Gerinnung durch ein 

zugegebenes Antikoagulans diese Faktoren im flüssigen Bestandteil gelöst sind 

(Zhu 2024). Als Antikoagulanzien werden vor allem Heparin oder EDTA verwendet 

(Zhu 2024). Die Verwendung von Serum wurde in unserer Studie bewusst gewählt, 

da anhand von humanem Plasma bereits bewiesen wurde, dass verschiedene 

Antikoagulanzien die Abundanz von Proteinen unterschiedlich beeinflussen 

(Halvey, Farutin et al. 2021). Dabei wurde sowohl Heparin-Plasma als auch 

EDTA-Plasma von gesunden Patienten entnommen und anschließend nach einer 

Depletion hochabundanter Proteine massenspektrometrisch analysiert, wobei unter 

anderem Lactotransferrin und die Carboanhydrase 1 eine differentielle Abundanz 

aufwiesen (Halvey, Farutin et al. 2021). Eine differentielle Abundanz kann durch die 

vermehrte proteolytische Aktivität von Heparin-Plasma im Vergleich zu 

EDTA-Plasma entstehen (Jambunathan and Galande 2014), weshalb für die 

Proteomanalyse die Verwendung von EDTA als Antikoagulans laut der Human 

Proteome Organization am geeignetsten ist (Lan, Nunez Galindo et al. 2018). Bei 

der Untersuchung des Effekts von Antikoagulanzien auf 162 immunologisch 

wirksame Proteine, unter anderem verschiedene Interleukine, CTSS und TNF-α, 

konnte anhand eines Multiplex-Immunoassays mit humanen Blutproben gezeigt 

werden, dass nur 18 % der Proteine eine ähnliche Expression im Vergleich von 

EDTA-Plasma mit Heparin-Plasma aufwiesen (Scholman, Giovannone et al. 2018). 

Es ist bereits bewiesen, dass EDTA eine zelluläre Stressreaktion durch eine 

Hypokalzämie auslöst, die aufgrund der Chelatbildung mit Kalzium zustande kommt 

(Scholman, Giovannone et al. 2018). Dadurch sind erhöhte Level unter anderem 

von IL-1RA und TNF-α messbar (Scholman, Giovannone et al. 2018), weshalb in 

dieser Hinsicht das Heparin-Plasma dem EDTA-Plasma vorzuziehen ist. Weiterhin 

zeigte diese Studie, dass im Plasma nur 36 % (EDTA-Plasma) beziehungsweise 

37 % (Heparin-Plasma) der untersuchten Proteine eine ähnliche Expression im 

Vergleich zu Serum aufwiesen (Scholman, Giovannone et al. 2018). Dies zeigt, 
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dass die Zugabe von Antikoagulanzien das Proteom signifikant verändert, wobei 

zusätzlich Unterschiede zwischen den verschiedenen Antikoagulanzien auftreten. 

Dadurch kann Serum als bevorzugtes Probenmaterial betrachtet werden, da das 

Proteom hier biologisch natürlich vorliegt und nicht durch künstlich zugefügte 

Antikoagulanzien verändert wurde. Ein weiterer Grund für die Bevorzugung von 

Serum gegenüber Plasma war, dass Serum in einer massenspektrometrischen 

Analyse eine leichte Verbesserung der qualitativen Reproduzierbarkeit im Vergleich 

zu EDTA-Plasma und Heparin-Plasma aufwies (Lan, Nunez Galindo et al. 2018), 

wodurch eine konsistente Identifizierung der Proteine bei der Verwendung von 

Serum eher gewährleistet ist. Zusätzlich wird bei der Gewinnung von Serum die 

Gerinnung nicht inhibiert, wodurch Thrombozyten aktiviert werden und vermehrt 

Proteine wie Transformin growth factor β freisetzen (Nambu, Nishiumi et al. 2020; 

Karolczak and Watala 2021), welche es ermöglichen den Gerinnungsprozess zu 

charakterisieren. Die Verwendung von Serum weist allerdings auch Nachteile 

gegenüber Plasma auf. So wurden in einer Studie, die die Gesamtzahl an 

identifizierten Proteinen im humanen Serum mit denen im humanen Plasma 

miteinander verglich, im Serum 4,3 % weniger Proteine als im Plasma identifiziert 

(Lan, Nunez Galindo et al. 2018). Diese Unterschiede resultieren hauptsächlich aus 

den Gerinnungsfaktoren (Lan, Nunez Galindo et al. 2018). Im Gegensatz zu Plasma 

werden bei der Gewinnung von Serum aufgrund der Aktivierung der Gerinnung 

einerseits Fibrinogen und weitere Gerinnungsfaktoren entfernt, andererseits können 

auch interessante Proteine verloren gehen, die physikalisch in den entstandenen 

Blutgerinnseln eingeschlossen werden (Bruzek, Betensky et al. 2023). Die 

Verwendung von Plasma ermöglicht somit eine Untersuchung aller Proteine des 

flüssigen Bestandteiles von Blut. Aufgrund dieser Limitation unserer 

Proteomanalyse wäre eine zusätzliche Untersuchung des Plasmaproteoms von 

MAP-infizierten Kühen durchaus interessant. Anschließend könnten die 

Proteinprofile von Serum und Plasma gemeinsam betrachtet werden, um ein 

umfassenderes Verständnis der immunologischen Vorgänge während der 

Paratuberkulose zu erhalten. 

Das Plasmaproteom von MAP-infizierten Kühen wurde bereits in einer früheren 

Studie untersucht (You, Verschoor et al. 2012). Dabei wurden sechs hochregulierte 

und zwei herunterregulierte Proteine mit einem signifikanten Unterschied detektiert 

(You, Verschoor et al. 2012). Sechs dieser acht Proteine, Transferrin, Amine 
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oxidase copper containing 3, Thrombin, Komplementkomponente C1r 

Subkomponente, Komplementkomponente C3 sowie das Koagulationsfaktor XIII 

B-Polypeptid, wurden in unserer Serumproteomanalyse identifiziert (Publikation). 

Allerdings konnten für diese Proteine keine signifikanten Abundanzunterschiede 

gefunden werden. Die Unterschiede in den ermittelten Expressionsmustern der 

Proteine können verschiedene Ursachen haben. Zum einen wurden auch hier vor 

der Analyse des Proteinprofils hochabundante Proteine aus dem Plasma depletiert 

(You, Verschoor et al. 2012), wodurch es zu einer Umverteilung von 

Proteinkonzentrationen und dem unbeabsichtigten Verlust von zusätzlichen 

Proteinen und Peptiden kommen kann. Zum anderen wurde der Infektionsstatus der 

Kühe in dieser Untersuchung allein durch den Nachweis von MAP-spezifischen 

Antikörpern in Milch und Plasma mittels ELISA ermittelt (You, Verschoor et al. 

2012), während der Infektionsstatus in dieser Arbeit zusätzlich durch eine kulturelle 

Anzucht von MAP aus Kotproben bestimmt wurde (Publikation). Dadurch konnten 

die Einschränkungen der Sensitivität und Spezifität des ELISA-Testverfahrens 

reduziert werden, wodurch der MAP-Infektionsstatus in unserer Studie durch eine 

höhere Zuverlässigkeit bestimmt wurde und eine falsche Zuordnung zu einer 

Gruppe mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden konnte. Bei dieser 

Plasmaproteomik basierte die quantitative Analyse im Gegensatz zu der von uns 

verwendeten Gel-freien Methode auf fluoreszenzgefärbten 2D-Gelen, bei der 

lediglich Proteine, die eine signifikant differentielle Spot-Intensität aufwiesen, mittels 

Massenspektrometrie identifiziert wurden (You, Verschoor et al. 2012). Die 

Gel-basierte Methode hat neben einem hohen Arbeitsaufwand auch technische 

Limitationen (Baggerman, Vierstraete et al. 2005). So können mittels der 

2D-Gelelektrophorese lediglich 30 % bis 50 % des gesamten Proteoms einer Probe 

dargestellt werden (Baggerman, Vierstraete et al. 2005). Vor allem 

niedrigabundante Proteine und jene, die durch ihre physikalischen und chemischen 

Eigenschaften nicht aufgetrennt werden können, werden nicht detektiert, was in 

einen hohen Verlust an interessanten Proteinen resultiert (Baggerman, Vierstraete 

et al. 2005). Die Weiterentwicklung der gel-basierten Methode, die 

Flüssigkeitschromatographie, bei der Peptide einfach und akkurat aufgetrennt 

werden können, stellt eine moderne Alternative dar. Weiterhin wurde in dieser 

Studie zur quantitativen Analyse des Plasmaproteoms auf eine label-basierte 

Technik zurückgegriffen (You, Verschoor et al. 2012), während wir die 
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Quantifizierung der Proteine label-frei durchführten (Publikation). Bei der label-

freien Messmethode werden die Proteine durch den Label-Prozess nicht strukturell 

und funktionell verändert und sind somit in ihrer biologischen Natürlichkeit messbar 

(Rozanova, Barkovits et al. 2021), weshalb die label-freie Messtechnik oftmals 

bevorzugt für eine Quantifizierung der Proteine herangezogen wird. Infolge der 

zahlreichen Weiterentwicklungen und Verbesserungen der Messtechniken wäre es 

daher sinnvoll, auch das Plasmaproteom von MAP-infizierten Kühen erneut mithilfe 

einer modernen, weiterentwickelten Technologie wie der label-freien differentiellen 

Proteomanalyse zu analysieren. Dabei sollte der Infektionsstatus der Kühe neben 

dem Nachweis von MAP-spezifischen Antikörpern auch anhand des direkten 

Erregernachweises in der kulturellen Anzucht aus Kotproben erfolgen, um eine 

adäquate Zuordnung zur jeweiligen Vergleichsgruppe zu ermöglichen. 

Um eine molekulare Funktion der massenspektrometrisch identifizierten Proteine 

und funktionelle Zusammenhänge aufzuzeigen, wurden im Rahmen dieser Arbeit 

sogenannte Pathway-Enrichment-Analysen mit Hilfe von zwei frei verfügbaren 

Online-Datenbanken, ShinyGO (Version 0.77, http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) 

und Reactome (Version 87, https://reactome.org/), durchgeführt (Publikation). Bei 

diesen Analysen werden die Proteine bioinformatisch mit Signalweg-Datenbanken 

abgeglichen, um eine Überrepräsentation von Proteinen in einem bestimmten 

Reaktionsweg zu ermitteln (Zhao and Rhee 2023; Buzzao, Castresana-Aguirre et 

al. 2024). Dadurch konnte ein Zusammenhang zwischen den mit Hilfe von 

Massenspektrometrie generierten, molekularen Daten und biologisch relevanten 

Prozessen hergestellt werden. In dieser Studie wurden alle Proteine, die eine 

signifikante 1,5-fache Erhöhung der Abundanz im Serum von MAP-infizierten 

Kühen aufwiesen, durch den Abgleich mit den Datenbanken ShinyGO und 

Reactome ausgewertet (Publikation). Bei der Auswertung mit der Datenbank 

ShinyGO wurden die bovinen Genbezeichnungen verwendet, so dass die Software 

automatisch die am besten passende Spezies, nämlich „cow“, für die Analyse 

auswählte (Publikation). So wurden die Daten zwar rinderspezifisch analysiert, 

allerdings mit dem Nachteil, dass die Analyse mit bovinen Gennamen weniger 

effizient ist als eine Analyse mit humanen und murinen Gennamen, da die 

Verfügbarkeit von annotierten Pfaden aufgrund einer unzureichenden Verknüpfung 

genomischer und proteomischer Daten mit biologischen Signalwegen beim Rind 

begrenzt ist. Im Gegensatz dazu basierte die Analyse mithilfe der Datenbank 

http://bioinformatics.sdstate.edu/go/
https://reactome.org/
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Reactome auf den humanen, orthologen Genbezeichnungen (Publikation), da 

einerseits viele bovine Genbezeichnungen von vornherein von der Datenbank nicht 

erkannt wurden und andererseits somit eine höhere Effizienz der Analyse erreicht 

werden konnte. Da beim Menschen im Vergleich zum Rind durch die deutlich 

höhere Anzahl an publizierten wissenschaftlichen Studien bereits wesentlich mehr 

Proteine und Gene mit bestimmten Signalwegen in Verbindung gebracht wurden, 

können Genbezeichnungen überhaupt erst einem Pfad zugeordnet werden 

beziehungsweise ist die Anzahl der annotierten Pfade für eine Genbezeichnung 

weitaus größer. Ein Nachteil bei der Verwendung von humanen Orthologen ist 

allerdings, dass einerseits speziesspezifische Unterschiede nicht entdeckt werden, 

was als Limitation dieser Studie angesehen werden kann, und andererseits die 

alleinige Betrachtung der Ergebnisse von Pathway-Enrichment-Analysen aufgrund 

bereits bekannter Zusammenhänge zwischen bestimmten Proteinen und 

Signalwegen nicht unbedingt zu neuen Erkenntnissen führt. Aus diesem Grund 

wurden in unserer Analyse des Serumproteoms von MAP-infizierten Rindern neben 

der Betrachtung von überrepräsentativen Pfaden auch die Funktion einzelner 

Proteine und ihre Bedeutung bei einer MAP-Infektion erörtert. 

Die Ergebnisse der Pathway-Enrichment-Analysen zeigten eine deutliche 

Assoziation von signifikant erhöht abundanten Proteinen im Serum von 

MAP-infizierten Rindern im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen mit Signalwegen, 

die dem Immunsystem zugeordnet werden (Figure 3 und 4, Publikation). Die 

bioinformatische Auswertung mit der Datenbank ShinyGO zeigte eine 

Überrepräsentation des Pfads „Phagosome“ bei MAP-infizierten Rindern im 

Vergleich zu gesunden, nicht-infizierten Kühen desselben Betriebs und des 

Paratuberkulose-freien Betriebs (Figure 3, Publikation). Bei einer Infektion mit MAP 

wird der Erreger von Makrophagen durch Phagozytose aufgenommen und 

persistiert intrazellulär (McQueen and Groves 2022). Die genauen Mechanismen, 

die das Überleben des Erregers in der Zelle ermöglichen, sind noch nicht vollständig 

geklärt. Es ist bereits bewiesen, dass MAP die Ansäuerung des Phagosoms 

inhibiert (Kuehnel, Goethe et al. 2001). Inwiefern MAP die Reifung des Phagosoms 

zum Phagolysosom verhindert, ist weiterhin offen. Ein mit dem Pfad „Phagosome“ 

assoziiertes Protein ist FCGR1A (Tabelle 1, Publikation). In unserer 

Serumproteomik detektierten wir eine signifikant erhöhte Abundanz von FCGR1A, 

auch bekannt als CD64, im Serum von MAP-infizierten Kühen im Vergleich zu 



 DISKUSSION 

69 

gesunden, nicht-infizierten Kühen desselben infizierten Betriebs und eines 

Paratuberkulose-freien Betriebs (Figure 1, Publikation). Nach unserem 

Wissensstand (PubMed Recherche vom 23.08.2024) konnten wir im Serum von 

Rindern erstmals eine erhöhte Abundanz von FCGR1A im Zusammenhang mit der 

bovinen Paratuberkulose nachweisen. In Studien mit humanem Serum wurde 

FCGR1A noch nicht im Zusammenhang mit der Tuberkulose beschrieben, jedoch 

mit anderen Erkrankungen, unter anderem periprothetischer Gelenkinfektion und 

akutem Nierenversagen (Mearelli, Barbati et al. 2021; Yalamanchili, Rockov et al. 

2023). Bei Rindern wird FCGR1A auf Leukozyten, vor allem auf Makrophagen 

exprimiert (Noble, Paudyal et al. 2023). Die funktionellen Eigenschaften von 

bovinem FCGR1A sind allerdings noch nicht vollständig erforscht. Beim Menschen 

ist wissenschaftlich bestätigt, dass durch die Bindung des Fc-Teils von 

Immunglobulin G (IgG) an das hochaffine FCGR1A verschiedene immunologische 

Effektorfunktionen, unter anderem Phagozytose, die Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS), oder die Expression von 

Zytokinen und Antikörperpräsentation ausgelöst werden (Bournazos, Wang Taia et 

al. 2016). Im Transkriptom boviner Speicheldrüsen konnte bereits in einer früheren 

Studie ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten Expression von FCGR1A und 

der bovinen Paratuberkulose hergestellt werden (Mallikarjunappa, Adnane et al. 

2019). Dabei wurde eine Hochregulierung von FCGR1A im Trankriptom der 

Speicheldrüsen von Kühen gezeigt, die experimentell mit MAP infiziert wurden, 

wodurch eine erhöhte Aufnahme von MAP durch die Wirtszelle angenommen wurde 

(Mallikarjunappa, Adnane et al. 2019). Bei an Paratuberkulose erkrankten Schafen 

wurde eine erhöhte Expression von FCGR1A im Transkriptom von ileocäcalen 

Lymphknoten festgestellt, wobei die Bedeutung dieser erhöhten Abundanz von 

FCGR1A weiterhin unklar ist (Gossner, Watkins et al. 2017). Somit steht die in 

dieser Arbeit detektierte erhöhte Abundanz von FCGR1A in MAP-infizierten Kühen 

im Einklang mit früheren Studien, in denen eine MAP-Infektion bereits mit einer 

vermehrten Expression von FCGR1A assoziiert wurde. Welche Bedeutung die 

Überrepräsentation dieses Rezeptors bei der Immunantwort des Wirts im Rahmen 

der Paratuberkulose hat, ist bis dato noch nicht bekannt. Denkbar wäre, dass MAP 

die Expression von FCGR1A induziert, um durch Phagozytose vermehrt in die Zelle 

aufgenommen zu werden. Innerhalb der Zelle können MAPs dem Immunsystem 

des Wirts ausweichen und persistieren. In diesem Zusammenhang könnte durch 
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eine erhöhte Expression von FCGR1A das Überleben des Erregers gefördert 

werden. 

Neben der Paratuberkulose wurde FCGR1A bereits mit einer weiteren 

mykobakteriellen Infektionskrankheit bei Rindern, der Tuberkulose, in 

Zusammenhang gebracht (Gonzalez-Ruiz, Strillacci et al. 2019). In einer 

genomweiten Assoziationsstudie wurden Quantitative Trait Loci Regions (QTLRs) 

identifiziert, die bei Rindern mit einer Resistenz gegen beziehungsweise 

Prädisposition für die bovine Tuberkulose in Zusammenhang stehen (Gonzalez-

Ruiz, Strillacci et al. 2019). Einer dieser QTLRs beinhaltete FCGR1A (Gonzalez-

Ruiz, Strillacci et al. 2019), das bereits in Studien beim Menschen als potenzieller 

Biomarker für die Tuberkulose identifiziert wurde (Jenum, Bakken et al. 2016; 

Ansari, Singh et al. 2024). Nach der RNA-Extraktion aus dem peripherem Vollblut 

von Kindern, die an einer durch Mycobacterium tuberculosis ausgelösten 

intrathorakalen Tuberkulose litten, zeigte sich eine Korrelation des 

Expressionslevels von FCGR1A mit dem Schweregrad der Erkrankung (Jenum, 

Bakken et al. 2016). Dieses Ergebnis könnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass 

durch eine erhöhte Expression von FCGR1A vermehrt MAPs durch Phagozytose in 

die Zelle aufgenommen werden könnten. Dadurch wird die Erregerlast im 

Organismus erhöht, was wiederum resultierend aus einer verstärkten Ausprägung 

der Inflammation zu einem schwereren Verlauf der Paratuberkulose führt. Ob durch 

eine erhöhte Expression von FCGR1A die Phagozytoserate steigt, muss in 

weiterführenden Untersuchungen geklärt werden. Zudem muss untersucht werden, 

inwiefern der Mechanismus der Internalisierung von MAP über FCGR1A erfolgt. Der 

Ablauf der Phagozytose kann anhand einer Fluoreszenzfärbung von MAPs und 

FCGR1A in einer Live-Zell-Bildgebung untersucht werden. Anschließend kann eine 

Korrelation der Expression von FCGR1A mit der Menge an phagozytierten MAPs in 

den Zellen bestimmt werden. 

Überträgt man die Korrelation des Expressionslevels von FCGR1A mit dem 

Schweregrad der Erkrankung nun auf eine MAP-Infektion bei Rindern, könnte 

mithilfe dieses Markers möglicherweise das Stadium im Krankheitsverlauf der 

Paratuberkulose ermittelt werden. Da die Menge der Erregerausscheidung mit dem 

Fortschreiten der Erkrankung zunimmt (McAloon, Roche et al. 2019), könnte durch 

die Bestimmung des Expressionslevels von FCGR1A auch das Ausmaß der 

Erregerausscheidung bestimmt werden, wodurch nicht alle, sondern primär Rinder, 
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die maßgebend an einem hohen Infektionsdruck beteiligt sind, nach dem Prinzip 

der „test-and-cull“-Strategie aus der Herde entfernt werden könnten, um die 

wirtschaftlichen Schäden durch vorzeitiges Schlachten in Grenzen zu halten. Die 

Korrelation von FCGR1A mit dem Fortschreiten der Paratuberkulose und der 

Erregerausscheidung muss in einem weiterführenden Assay untersucht werden, bei 

dem die Abundanz von FCGR1A im Serum von Kühen, die sich in unterschiedlichen 

Erkrankungsstadien der Paratuberkulose befinden, untersucht wird. 

Bei Menschen wurde eine erhöhte Expression von hochaffinem FCGR1 durch eine 

Behandlung mit IFN-γ an der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten induziert (Schiff, Rae et al. 1997). Zudem wurde durch IFN-γ auch die 

FCGR-abhängige Phagozytose verstärkt (Schiff, Rae et al. 1997). Da an 

Paratuberkulose erkrankte Rinder vermehrt IFN-γ produzieren (Dudemaine, 

Fecteau et al. 2014), könnte IFN-γ die Expression von FCGR1A bei Rindern 

induzieren und für die extrazelluläre Freisetzung von löslichem FCGR1A 

verantwortlich sein. Von welchen Zellen FCGR1A dabei freigesetzt wird, ist unklar. 

Da eine erhöhte Expression von FCGR1A in Assoziation mit der Tuberkulose nicht 

nur auf humanen Monozyten, die sich nach dem Austritt aus dem Blut zu 

Makrophagen differenzieren und den Mykobakterien nach deren Phagozytose ein 

Überleben innerhalb des Organismus ermöglichen, sondern auch auf der 

Oberfläche von humanen neutrophilen Granulozyten nachgewiesen wurde (Nancy 

Hilda and Das 2018; Typiak, Trzonkowski et al. 2023), wäre es denkbar, dass 

entweder Monozyten oder neutrophile Granulozyten, oder sogar beide Zellarten 

vermehrt FCGR1A in den extrazellulären Raum freisetzen. Weiterführend kann 

nach der Charakterisierung des Expressionsmusters von FCGR1A auf bovinen 

peripheren Blutleukozyten die zellartspezifische Freisetzung von FCGR1A anhand 

eines in vitro Ko-Inkubations-Assays von peripheren Blutleukozyten mit MAP 

ermittelt werden. 

Lösliche FCGRs interagieren sowohl mit freiem IgG als auch mit 

IgG-Immunkomplexen und können somit eine Fc-abhängige Immunreaktion 

blockieren (Galon, Paulet et al. 1997; Nimmerjahn and Ravetch 2008). Die Bindung 

von IgG an FCGRs führte unter anderem bei Mäusen zu einer erhöhten Freisetzung 

von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-α aus Makrophagen (Loegering and 

Lennartz 2002). Durch die Interaktion von löslichen FCGRs mit IgG und 

IgG-Immunkomplexen kommt es zu einer verminderten Bindung von IgG an FCGRs 
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auf der Zelloberfläche, wodurch eine durch diese Bindung ausgelöste 

Immunreaktion schwächer ausfällt. Die höhere Abundanz von löslichem FCGR1A 

im Serum von MAP-infizierten Kühen könnte daher eine effektive Immunantwort 

dieser Wirte wie die Freisetzung von Zytokinen verhindern. FCGR1-knockout 

Mäuse zeigten eine verbesserte Kontrolle von Mycobacterium tuberculosis im 

Vergleich zu Kontrollmäusen (Ahmed, Thirunavukkarasu et al. 2020), was darauf 

hindeutet, dass eine erhöhte Abundanz von FCGR1A nicht zu einer effizienten 

Bekämpfung von Mycobacterium tuberculosis beiträgt und die Immunantwort des 

Wirts sogar negativ beeinflusst. Möglicherweise handelt es sich dabei um einen von 

Mykobakterien induzierten Mechanismus, der die Immunantwort des Wirts verstärkt 

und somit eine effiziente Internalisierung in die Zellen erreicht, in denen die 

Mykobakterien letztendlich geschützt vor dem Immunsystem des Wirts persistieren. 

In einem nächsten Schritt sollte daher die Rolle von FCGR1A bei der Immunantwort 

des Wirts auf eine Infektion mit MAP untersucht werden. 

Im Folgenden werden nun die mittels Pathway-Enrichment-Analysen ermittelten 

Signalwege, an denen FCGR1A beteiligt ist, betrachtet. Dabei konnte gezeigt 

werden, dass der Pfad „Fcgamma receptor (FCGR) dependent phagocytosis“ und 

alle Pfade, die diesem untergeordnet sind, nämlich „Role of phospholipids in 

phagocytosis“, „FCGR activation“ und „Regulation of actin dynamic for phagocytic 

cup formation“, eine Überrepräsentation in MAP-infizierten Kühen nur im Vergleich 

zu gesunden, nicht-infizierten Kühen desselben infizierten Bestandes zeigten 

(Figure 4a, Publikation). Keiner dieser Pfade zeigte eine Anreicherung im Vergleich 

zu den gesunden Kontrollen des Paratuberkulose-freien Betriebs (Figure 4b, 

Publikation). Die Bedeutung der Überrepräsentation des Pfads „Fcgamma receptor 

(FCGR) dependent phagocytosis“ und aller diesem Pfad untergeordneten Pfade ist 

noch nicht geklärt. Da diese Anreicherung ausschließlich im Vergleich zu den 

gesunden, nicht-infizierten Kühen auftrat, die trotz einer Exposition mit MAP nicht 

infiziert wurden, kann geschlussfolgert werden, dass die „Fcgamma receptor 

(FCGR) dependent phagocytosis“ mit einer Anfälligkeit für beziehungsweise einer 

Resistenz gegenüber der Paratuberkulose assoziiert ist. Basierend auf diesen 

Ergebnissen stellen wir die Hypothese auf, dass durch eine Herunterregulierung der 

FCGR-abhängigen Phagozytose eine Aufnahme von MAP in die Makrophagen 

verhindert werden kann und dem Erreger auf diese Weise keine Möglichkeit 

gegeben wird im Organismus zu persistieren. Dadurch könnte erklärt werden, 
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warum es trotz einer Aufnahme des Erregers nicht zu einer Infektion kommt. Um 

einen möglichen Zusammenhang zwischen der FCGR-abhängigen Phagozytose 

und einer Anfälligkeit für eine MAP-Infektion herzustellen, müssen zukünftig die 

Effekte der an diesen Signalwegen beteiligten Proteinen, unter anderem FCGR1A 

und Actin, gamma 1 (ACTG1) (Table 1, Publikation), auf einen Kontakt mit MAP 

untersucht werden. Dabei sollten MAP-infizierte Rinder sowie Rinder, die trotz einer 

Exposition mit MAP nicht infiziert wurden, herangezogen werden. Nach einer in vitro 

Ko-Inkubation von peripheren Blutleukozyten mit MAP, kann eine Expression der 

an der FCGR-abhängigen Phagozytose beteiligten Proteine mithilfe einer 

Immunfluoreszenzfärbung bestimmt werden. 

Weiterhin wurde in unserer Serumproteomik eine erhöhte Abundanz der Proteine 

CRISP3 und CTSC bei MAP-infizierten Kühen festgestellt (Table 1, Publikation). 

CRISP3 wurde in Granula von humanen neutrophilen Granulozyten entdeckt und 

spielt vermutlich eine antimikrobielle Rolle in der Immunantwort des angeborenen 

Immunsystems (Udby, Calafat et al. 2002; Linder, Mizoguchi et al. 2023). Im 

Gegensatz dazu induziert CTSC beim Menschen die Bildung und Freisetzung von 

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) aus neutrophilen Granulozyten, die aus 

einem Netzwerk extrazellulärer Fasern bestehen, das die DNA von neutrophilen 

Granulozyten enthält (Yu, Fu et al. 2024). Die Funktion neutrophiler Granulozyten 

bei mykobakteriellen Infektionen, insbesondere bei der bovinen Paratuberkulose, 

ist bislang unklar. Bereits in einem in vitro Ko-Inkubations-Assay mit MAP wurde 

gezeigt, dass caprine neutrophile Granulozyten in der Immunantwort gegen MAP 

alle Effektorfunktionen – Phagozytose, Chemotaxis, Degranulation und NETs – 

aktivieren (Criado, Perez et al. 2023). Des Weiteren wurde in einer Studie an 

Kälbern, die experimentell mit MAP infiziert wurden, bereits in der Anfangsphase 

der Infektion eine erhöhte Migration neutrophiler Granulozyten zu den histologisch 

bestimmten Läsionen im Ileum sowie eine erhöhte Anzahl neutrophiler 

Granulozyten in der Lamina propria, den Krypten und im Lumen des Ileums 

beobachtet (Khare, Nunes et al. 2009). Diese Ergebnisse sowie die von uns 

detektierte erhöhte Abundanz von CRISP3 und CTSC im Serum von 

MAP-infizierten Kühen deuten auf eine Aktivierung neutrophiler Granulozyten 

während einer Infektion mit MAP hin. 

Inwiefern und ob die Effektorfunktionen aktivierter boviner neutrophiler 

Granulozyten MAP abtöten, ist unklar. In einer in vitro Studie mit bovinen 
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neutrophilen Granulozyten wurde gezeigt, dass MAP die Bildung von NETs induziert 

(Ladero-Aunon, Molina et al. 2021). Befanden sich neutrophile Granulozyten jedoch 

zusammen mit Makrophagen in Kultur, wurde eine geringere Anzahl von NETs 

gemessen (Ladero-Aunon, Molina et al. 2021). Diese Untersuchungen zeigten 

zudem, dass bovine neutrophile Granulozyten fähig sind, MAP zu töten (Ladero-

Aunon, Molina et al. 2021). Dennoch wurde bei zusätzlicher Anwesenheit von 

Makrophagen eine schlechtere Tötungsrate erzielt (Ladero-Aunon, Molina et al. 

2021). Daraus schlossen die Autoren, dass neutrophile Granulozyten MAPs effektiv 

töten könnten, dies jedoch durch die Präsenz von Makrophagen beeinträchtigt wird 

(Ladero-Aunon, Molina et al. 2021). Dies könnte dadurch erklärt werden, dass 

MAPs von Makrophagen phagozytiert werden und hier im Zellinneren geschützt vor 

den Effektorfunktionen neutrophiler Granulozyten persistieren. Auf dieser 

Grundlage kann die Hypothese aufgestellt werden, dass MAP zwar eine Aktivierung 

der neutrophilen Granulozyten induziert, die neutrophilen Granulozyten jedoch nicht 

in der Lage sind, den Erreger effizient zu bekämpfen. Möglicherweise liegt dies 

daran, dass MAP3916c, eine extrazelluläre DNase der MAPs, NETs zersetzen kann 

und die Kolonisation von MAP fördert, was bereits in einem in vivo-Assay bei 

C57BL/6-Mäusen gezeigt wurde (Zang, Dang et al. 2022). Bei Meerschweinchen 

konnte zudem gezeigt werden, dass die durch neutrophile Granulozyten 

freigesetzten NETs Mycobacterium tuberculosis zwar einfangen können, aber diese 

NETs nicht in der Lage sind, den Erreger abzutöten, was an der komplexen 

Zellwand und den Mechanismen der Toxinabwehr von Mykobakterien liegen kann 

(Filio-Rodriguez, Estrada-Garcia et al. 2017). Es wurde sogar die Hypothese 

aufgestellt, dass NETs andere Immunzellen wie Lymphozyten und Makrophagen 

binden können, was die Immunantwort beeinträchtigen könnte (Sivanandham, 

Brocca-Cofano et al. 2018; Parker, Forrester et al. 2021). Diese Ergebnisse 

unterstützen unsere Hypothese, dass die Funktionen neutrophiler Granulozyten 

gegenüber einer Infektion mit MAP nicht effektiv sind und deuten sogar darauf hin, 

dass deren Aktivierung die Immunantwort von Rindern auf MAP negativ beeinflusst. 

Die Rolle neutrophiler Granulozyten bei der bovinen Paratuberkulose sowie die 

Effizienz ihrer Effektorfunktionen zur Bekämpfung von MAP müssen in 

weiterführenden Studien geklärt werden. 

Die Proteine CRISP3 und CTSC sind dem Pfad „Neutrophil degranulation“ 

zugeordnet, welcher im Rahmen dieser Arbeit anhand von 
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Pathway-Enrichment-Analysen eine Anreicherung in MAP-infizierten Kühen im 

Vergleich zu beiden Kontrollgruppen aufwies (Figure 4, Publikation). Neutrophile 

Degranulation bezeichnet die Freisetzung von Granula durch neutrophile 

Granulozyten. Diese Granula enthalten antimikrobielle Proteine, die 

Mikroorganismen abtöten sollen (Eichelberger and Goldman 2020). Die 

Degranulation kann extrazellulär erfolgen, um Erreger außerhalb der Zelle zu 

bekämpfen, oder intrazellulär in das Phagosom, um Pathogene, die bereits durch 

Phagozytose aufgenommen wurden, abzutöten (Eichelberger and Goldman 2020). 

Die durch Exozytose freigesetzten neutrophilen Granula sind jedoch für den Wirt 

toxisch und können neben einer exzessiven Freisetzung von NETs zu 

Gewebeschäden führen (Eichelberger and Goldman 2020; Lodge, Cowburn et al. 

2020; Parker, Forrester et al. 2021). Daher könnten eine vermehrte neutrophile 

Degranulation, auf die die erhöhte Abundanz von CRISP3 hinweist, sowie die 

überproportionale Freisetzung von NETs, die möglicherweise durch eine erhöhte 

Abundanz von CTSC induziert wird, zu Gewebeschäden führen und negativ zum 

Entzündungsgeschehen beitragen. Inwieweit neutrophile Effektorfunktionen im 

Rahmen der bovinen Paratuberkulose an Gewebeschäden beteiligt sind, kann in 

zukünftigen Studien untersucht werden, indem Gewebeproben histologisch auf 

Schäden untersucht werden und mithilfe eines immunhistochemischen Nachweises 

von proteolytischen Enzymen wie Elastase und Myeloperoxidase, die von 

neutrophilen Granulozyten freigesetzt werden, analysiert werden. 

Die Auswertung der Daten des Serumproteoms mit der Datenbank ShinyGO ergab 

eine Anreicherung des Pfads „Phagosome“ bei MAP-infizierten Kühen im Vergleich 

zu beiden Kontrollgruppen (Figure 3, Publikation). Bezüglich der Phagozytose von 

MAP wurde bereits bei Ziegen nachgewiesen, dass neben Makrophagen auch 

neutrophile Granulozyten in der Lage sind, MAP zu phagozytieren (Criado, Perez 

et al. 2023). Die Frage, welchen Effekt eine Phagozytose durch neutrophile 

Granulozyten auf MAP hat, ist noch nicht geklärt. Bei Menschen induzierte 

Mycobacterium tuberculosis die Nekrose infizierter neutrophiler Granulozyten, so 

dass diese samt den intrazellulären, lebendigen Mykobakterien, die aufgrund ihrer 

hohen Resistenz gegenüber neutrophilen Oxidantien überlebt haben, durch 

Makrophagen phagozytiert werden, in deren Phagosomen sie ihr Wachstum 

fortsetzen können (Dallenga, Repnik et al. 2017; Parker, Forrester et al. 2021). Im 

Gegensatz dazu wurde bei mit Mycobacterium tuberculosis infizierten Mäusen 
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gezeigt, dass aktivierte neutrophile Granulozyten eine längere Lebensspanne 

haben und eine größere Anzahl an lebenden Bakterien beherbergten, was das 

Überleben und Wachstum von Mycobacterium tuberculosis unterstützt (Andrews, 

Zhang et al. 2024). Diese Ergebnisse verdeutlichen nicht nur, dass neutrophile 

Granulozyten unfähig sind, Mykobakterien durch ihre Effektorfunktionen abzutöten, 

sondern sogar deren Überleben und Wachstum fördern können. Da aktivierte 

murine neutrophile Granulozyten durch die Ausprägung von FCGR1A an der 

Zelloberfläche gekennzeichnet sind (Andrews, Zhang et al. 2024), könnte die 

erhöhte Abundanz von FCGR1A im Serum von MAP-infizierten Kühen auf eine 

Aktivierung von neutrophilen Granulozyten hindeuten. Folglich werden neutrophile 

Granulozyten zwar durch eine MAP-Infektion des Wirts aktiviert und beteiligen sich 

mithilfe ihrer Effektorfunktionen an der Bekämpfung des Erregers, was durch die 

Überrepräsentation von Proteinen des Pfads „Neutrophil degranulation“ bestätigt 

wird. Andererseits scheint die Bekämpfung von MAP durch neutrophile 

Granulozyten keine effiziente Wirkung zu zeigen und resultiert möglicherweise in 

Gewebeschäden des Wirts sowie in der Förderung des Überlebens und Wachstums 

von MAP. Neutrophile Granulozyten stellen somit einen Schlüsselpunkt bei 

mykobakteriellen Infektionen dar, weshalb eine adäquate Untersuchung ihrer Rolle, 

vor allem hinsichtlich der bovinen Paratuberkulose, essentiell ist. Dabei sind nach 

einer nachweislichen Exposition mit MAP verschiedene Phänotypen zu betrachten. 

Anhand von Rindern, die sich nach einer Exposition nicht infizieren, kann die 

mögliche Beteiligung neutrophiler Effektorfunktionen an der effizienten Beseitigung 

von MAP analysiert werden. Zudem muss durch die Untersuchung MAP-infizierter 

Rinder geklärt werden, ob neutrophile Granulozyten eine Persistenz von MAP 

fördern oder gar dafür verantwortlich sind. 

Die Datenbank Reactome untergliedert den Pfad „Immune System“ in die drei 

Kategorien: „Adaptive Immune System“, „Innate Immune System“ und „Cytokine 

Signaling Immune System“. Alle drei Unterkategorien zeigten eine 

Überrepräsentation bei MAP-infizierten Kühen im Vergleich zu beiden 

Kontrollgruppen (Figure 4, Publikation). Während der Signalweg „Interferon gamma 

signaling“ und der bereits erwähnte Pfad „Neutrophil degranulation“ der Kategorie 

„Cytokine Signaling Immune System“ beziehungsweise „Innate Immune System“ 

angehören, konnte in der Kategorie „Adaptive Immune System“ anhand von 

Pathway-Enrichment-Analysen eine Anreicherung des Signalwegs „MHC class II 
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antigen presentation“ beobachtet werden (Figure 4, Publikation). Unsere Studie 

bezieht sich dabei auf Proteine, die im Serum von MAP-infizierten Kühen eine 

signifikant erhöhte Abundanz aufwiesen. Eines der im Pfad „MHC class II antigen 

presentation“ involvierten Proteine ist CTSS (Tabelle 1, Publikation). In dieser Arbeit 

wurde zum ersten Mal ein Zusammenhang einer erhöhten Abundanz von CTSS im 

Serum von Rindern mit der bovinen Paratuberkulose hergestellt. CTSS ist eine 

lysosomale Cysteinpeptidase, die beim Rind bereits in der Niere, der Milz, der 

Lunge, den Lymphknoten sowie in den glatten Muskelzellen nachgewiesen wurde 

(Kirschke, Wiederanders et al. 1989; Cheng, Kuzuya et al. 2006). Eine Expression 

von CTSS in bovinen Immunzellen ist noch unklar. Bei Mäusen kommt CTSS 

hauptsächlich in Immunzellen, unter anderem professionellen Antigen-

präsentierenden Zellen, B-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen vor 

(Steimle, Kalbacher et al. 2016; Smyth, Sasiwachirangkul et al. 2022). Neben der 

Umstrukturierung der extrazellulären Matrix ist CTSS maßgeblich an der 

Immunantwort des Wirts beteiligt, indem es Proteine innerhalb des Phagolysosoms 

zersetzt und die MHC-Klasse-II-Antigenpräsentation reguliert (Smyth, 

Sasiwachirangkul et al. 2022). Bei Letzterem spaltet CTSS die MHC-Klasse-

II-assoziierte, Chaperon-invariante Kette Ii und generiert das Klasse II invariante 

Kettenpeptid (engl. class II invariant chain peptide, CLIP) (Riese, Wolf et al. 1996; 

Bania, Gatti et al. 2003). Nach dem Austausch des CLIPs gegen antigene 

Peptidfragmente wird das mit Peptiden beladene MHC-Klasse-II zur 

Plasmamembran transportiert und kann von CD4+ T-Zellen erkannt werden (Riese, 

Wolf et al. 1996; Bania, Gatti et al. 2003). 

Neben einer erhöhten Abundanz von CTSS wies auch MHC-Klasse-II eine höhere 

Abundanz im Serum von MAP-infizierten Kühen im Vergleich zu beiden 

Kontrollgruppen auf (Figure 1, Publikation), was auf eine funktionelle Korrelation 

dieser beiden Proteine hindeutet. Wie eine erhöhte extrazelluläre Freisetzung von 

MHC-Klasse-II und CTSS bei einer MAP-Infektion abläuft, ist nicht bekannt. Im 

Gegensatz zur vermehrten Freisetzung von MHC-Klasse-II, ist bei Rindern bereits 

bekannt, dass MAP die Expression von MHC-Klasse-II auf der Oberfläche von 

Makrophagen inhibiert (Weiss, Evanson et al. 2001). Inwiefern diese Inhibierung 

abläuft, ist bis jetzt nicht vollständig geklärt. In einem in vitro Infektionsassay von 

bovinen Makrophagen mit MAP führte die Neutralisation von IL-10 zu einer erhöhten 

Expression von MHC-Klasse-II, TNF-α, IL-8 und IL-12 (Weiss, Evanson et al. 2005). 
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In einer weiteren in vitro Studie mit humanen Makrophagen, die aus einer 

monozytären Zelllinie differenziert und mit Mycobacterium bovis bacillus Calmette-

Guérin (BCG) infiziert wurden, konnte gezeigt werden, dass die reduzierte 

Expression von MHC-Klasse-II auf der Inhibierung von CTSS basierte, die durch die 

Sekretion von IL-10 induziert wurde (Sendide, Deghmane et al. 2005). Daher wäre 

es interessant, eine mögliche Inhibierung der Expression von CTSS in bovinen 

Makrophagen durch IL-10 und die damit zu erwartenden Einschränkungen der 

MHC-Klasse-II-Antigenpräsentation zu untersuchen. 

Bereits in einer vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe wurde die Expression von 

MHC-Klasse-II auf bovinen PBMCs untersucht (Korbonits, Kleinwort et al. 2022). 

Dabei wurden PBMCs von MAP-infizierten Kühen sowie von MAP-resistenten 

Kühen mit MAP ko-inkubiert und anschließend die Abundanz von MHC-Klasse-II 

sowohl massenspektrometrisch als auch mithilfe einer Immunfluoreszenzfärbung 

bestimmt, wobei eine erhöhte Expression von MHC-Klasse-II auf PBMCs von MAP-

resistenten Kühen gezeigt wurde (Korbonits, Kleinwort et al. 2022). Im Gegensatz 

dazu steht die in dieser Arbeit detektierte erhöhte Abundanz von MHC-Klasse-II im 

Serum von MAP-infizierten Kühen (Figure 1, Publikation). Somit inhibiert eine 

Infektion mit MAP einerseits die Expression von MHC-Klasse-II auf Zellen, 

andererseits führt sie zu einer erhöhten Abundanz von MHC-Klasse-II im Sekretom 

der Blutzellen. Eine erhöhte Abundanz von MHC-Klasse-II im extrazellulären Raum 

kann durch ein Phänomen erklärt werden, das bereits bei murinen Makrophagen, 

die mit Mycobacterium tuberculosis oder Mycobacterium bovis BCG infiziert worden 

waren, entdeckt wurde (Ramachandra, Qu et al. 2010). Dabei schieden die 

Makrophagen MHC-Klasse-II in Exosomen und von der Plasmamembran 

stammenden Mikrovesikeln in einer ATP-abhängigen Reaktion aus (Ramachandra, 

Qu et al. 2010). Hierbei wurde auch gezeigt, dass diese Organellen durchaus in der 

Lage waren, CD4+ T-Zellen Antigene zu präsentieren (Ramachandra, Qu et al. 

2010). Dieser Prozess könnte einen alternativen Mechanismus für eine effektive 

Antigenpräsentation in mykobakteriellen Infektionen darstellen. Da eine 

MAP-Infektion die Expression von MHC-Klasse-II auf der Zelloberfläche von 

Antigen-präsentierenden Zellen inhibiert, stellen wir die Hypothese auf, dass 

MHC-Klasse-II als Alternative dafür in hohen Mengen in Mikrovesikeln und 

Exosomen freigesetzt werden könnte, um eine Antigenpräsentation zu ermöglichen. 

Um diese Hypothese zu verfolgen, müssen aus dem Serum von MAP-infizierten 
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Kühen sowie nicht-infizierten Kühen aufgereinigte Exosomen und Mikrovesikel auf 

das differentielle Vorhandensein von MHC-Klasse-II untersucht werden. 

Die Funktion der im Rahmen dieser Arbeit detektierten erhöhten Abundanz von 

CTSS im Serum von MAP-infizierten Kühen (Figure 1, Publikation) ist noch nicht 

bekannt. Aufgrund der bereits bewiesenen Regulation von MHC-Klasse-II durch 

CTSS bei Mäusen und Menschen (Sendide, Deghmane et al. 2005; Smyth, 

Sasiwachirangkul et al. 2022), könnte eine erhöhte Abundanz von extrazellulärem 

CTSS im Serum von MAP-infizierten Rindern mit einer vermehrten Freisetzung von 

MHC-Klasse-II in Exosomen und Mikrovesikeln im Kontext stehen. Zusätzlich kann 

extrazelluläres humanes CTSS, dessen Freisetzung durch pro-inflammatorische 

Zytokine induziert wird, unter anderem durch die Spaltung von Zytokinen, 

Chemokinen und antimikrobiellen Proteinen eine Entzündung regulieren (Andrault, 

Samsonov et al. 2015; Repnik, Starr et al. 2015; Brown, Nath et al. 2020; Sullivan, 

Davidovich et al. 2022). Da unsere Analyse des Serumproteoms eine Anreicherung 

von Proteinen des Pfads „Neutrophil degranulation“ bei MAP-infizierten Rindern 

ergab, wäre eine vermehrte Freisetzung von antimikrobiellen Proteinen 

naheliegend. Da die exzessive Abgabe von Granula aus neutrophilen Granulozyten 

zu Gewebeschäden führt (Eichelberger and Goldman 2020), könnte eine erhöhte 

Abundanz von extrazellulärem CTSS damit korrelieren, um potenzielle 

Gewebeschäden durch eine Spaltung antimikrobieller Proteine zu verhindern. 

Da eine erhöhte Abundanz von CTSS im Serum MAP-infizierter Rinder im Vergleich 

zu beiden Kontrollgruppen – den gesunden, nicht-infizierten Kühen desselben 

infizierten Betriebs und den gesunden Kühen des Paratuberkulose-freien Betriebs 

– detektiert wurde (Figure 1, Publikation), wählten wir CTSS als den idealen 

Biomarker für die bovine Paratuberkulose aus. Dabei kann eine erhöhte Abundanz 

von CTSS nicht nur eine MAP-Infektion in einem Bestand anzeigen, sondern auch 

zwischen infizierten und nicht-infizierten Rindern differenzieren. Mithilfe eines 

Western Blot-Assays wurden die massenspektrometrisch ermittelten Ergebnisse für 

CTSS im Kontext einer praxistauglichen Anwendung und anhand einer höheren 

Anzahl an MAP-infizierten sowie gesunden, nicht-infizierten Rindern, die einer 

Exposition mit MAP ausgesetzt waren, aus zwei verschiedenen Beständen 

verifiziert (Figure 5, Publikation). Allerdings könnte die Nutzung von extrazellulärem 

CTSS als Biomarker für die bovine Paratuberkulose auch Limitationen aufweisen. 

So könnte eine erhöhte Abundanz von CTSS nur in bestimmten Krankheitsstadien 
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der Paratuberkulose auftreten, weshalb in einem nächsten Schritt zu untersuchen 

ist, inwiefern extrazelluläres CTSS mit den Stadien der Erkrankung assoziiert ist. 

Zusätzlich wäre es interessant, ob die Abundanz von CTSS mit der Menge an MAP-

spezifischen Antikörpern und der Keimzahl in Kot und Milch korreliert. 

Eine weitere Limitation könnte durch eine potenzielle Assoziation von CTSS mit 

anderen Erkrankungen auftreten. Im humanen Serum wurde eine erhöhte 

Abundanz von CTSS unter anderem bereits mit Diabetes Typ I und verschiedenen 

Krebsarten assoziiert (Liu, Liu et al. 2016; Ghanadi, Ashorzadeh et al. 2022; Frorup, 

Jensen et al. 2024). Bei Diabetes Typ I wurde die Freisetzung von CTSS aus 

humanen Inselzellen und β-Zellen durch pro-inflammatorische Zytokine induziert 

(Frorup, Jensen et al. 2024), was darauf hindeutet, dass CTSS generell bei 

Entzündungsprozessen freigesetzt werden könnte. In Bezug auf Krebs wurde 

bereits bei Menschen gezeigt, dass CTSS durch den Abbau der extrazellulären 

Matrix zur Tumorinvasion beiträgt und durch die Regulierung der Angiogenese, also 

der Bildung neuer Blutgefäße, das Tumorwachstum fördert (Fan, Wang et al. 2012). 

Eine möglicherweise durch MAP induzierte erhöhte Abundanz von extrazellulärem 

CTSS könnte ein Mechanismus des Erregers darstellen, sein Wachstum durch eine 

verbesserte Gewebedurchblutung infolge der Angiogenese zu begünstigen. 

Weiterhin förderte beim Menschen ein Umbau der extrazellulären Matrix durch 

CTSS die durch eine chronische Entzündung ausgelöste Fibrogenese der Leber 

(Zuo, Xie et al. 2023). Eine Gewebeumstrukturierung durch CTSS bei der bovinen 

Paratuberkulose und eine daraus resultierende Förderung des 

Entzündungsgeschehen sollte daher als mögliche Funktion von CTSS in Betracht 

gezogen und erforscht werden. Zusätzlich ist es essentiell, als nächstes zu 

untersuchen, ob eine erhöhte Menge von CTSS im Serum oder Plasma auch bei 

anderen mykobakteriellen und nicht-mykobakteriellen Infektionen aufgezeigt 

werden kann, um die Eignung von CTSS als potenziellen Biomarker für die bovine 

Paratuberkulose zu überprüfen. Für die Diagnostik von klinischen Erkrankungen 

sollte jedoch ohnehin nicht ausschließlich ein einziger Laborparameter 

herangezogen werden. Zwingend notwendig ist die Betrachtung weiterer klinischer 

Parameter. Dennoch ist die Zuversicht groß, dass extrazelluläres CTSS, neben 

weiteren Kandidaten in einem Biomarker-Panel für die bovine Paratuberkulose, die 

momentan zur Verfügung stehenden diagnostischen Nachweisverfahren 

verbessern kann. Da für die Serumproteomik zwar eine überschaubare, aber 
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durchaus äußerst valide Stichprobengröße herangezogen wurde, muss die 

Einsetzbarkeit nun in großangelegten Kohortenstudien getestet werden. Es wäre 

dabei sinnvoll, neben CTSS auch den Nutzen anderer in dieser Arbeit oder bereits 

in anderen Studien identifizierten Biomarker zu validieren, um eine größtmögliche 

Zuverlässigkeit bei der Detektion sowohl von MAP-infizierten als auch von nicht-

infizierten Rindern zu erreichen. Dabei sind Kandidaten, die eine starke Assoziation 

zu immunologischen Funktionen aufweisen, wie FCGR1A, MHC-Klasse-II, CTSC 

und CRISP3 zu bevorzugen, um frühzeitig eine durch eine MAP-Infektion 

ausgelöste Immunantwort zu erkennen.  

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Doktorarbeit signifikante 

Unterschiede im Serumproteom von MAP-infizierten Kühen sowohl im Vergleich zu 

gesunden, nicht-infizierten Kühen desselben infizierten Betriebs als auch im 

Vergleich zu gesunden Kühen eines Paratuberkulose-freien Betriebs aufgedeckt 

werden. Die als signifikant differentiell abundant ermittelten Proteine und die mithilfe 

von Pathway-Enrichment-Analysen identifizierten Überrepräsentationen von 

Pfaden und Signalwegen ermöglichten neue Erkenntnisse bei den 

Wirt-Pathogen-Interaktionen während einer Infektion mit MAP. Hierbei scheinen vor 

allem die im Serum von MAP-infizierten Kühen höher abundanten Proteine 

FCGR1A, MHC-Klasse-II und CTSS sowie die Anreicherung von Proteinen in den 

Pfaden „Neutrophil degranulation“ und „MHC class II antigen presentation“ eine 

tragende Rolle bei der Immunantwort des Wirts zu spielen. Darüber hinaus könnte 

eine erhöhte Expression der mit dem Pfad „Fcgamma receptor (FCGR) dependent 

phagocytosis“ assoziierten Proteine entscheidend für eine Anfälligkeit für eine 

MAP-Infektion sein. Die in dieser Arbeit ermittelten neuen Erkenntnisse zu den 

immunologischen Abläufen während einer MAP-Infektion bilden die Grundlage für 

weiterführende Untersuchungen zur Pathogenese der Paratuberkulose. Zusätzlich 

konnte extrazelluläres CTSS als potenzieller Biomarker für die bovine 

Paratuberkulose identifiziert werden. Dessen Praxistauglichkeit muss nun in 

großangelegten Kohortenstudien evaluiert werden. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Die bovine Paratuberkulose ist eine unheilbare, infektiöse, chronische, 

granulomatöse Enteritis bei Rindern, die erhebliche wirtschaftliche Verluste zur 

Folge hat. Da die derzeit zur Verfügung stehenden Nachweisverfahren aufgrund 

ihrer eingeschränkten Sensitivität und Spezifität nur bedingt eine Infektion mit dem 

zugrundeliegenden Erreger, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), 

detektieren können und oftmals zu falsch-positiven Ergebnissen führen, gestaltet 

sich eine gezielte Eradikation als besonders herausfordernd. Darüber hinaus ist 

eine effektive Bekämpfung der Paratuberkulose aufgrund ungeklärter Wirt-

Pathogen-Interaktionen nach wie vor schwierig. 

Das Ziel dieser Studie war es daher, neue Einblicke in die Faktoren des Wirts auf 

die Persistenz einer MAP-Infektion zu gewinnen und die Diagnostik der bovinen 

Paratuberkulose durch potenzielle neue Biomarker für den Nachweis von 

MAP-Infektionen bei Rindern zu verbessern. Zu diesem Zweck wurde das 

Serumproteom von MAP-infizierten Milchkühen im Vergleich zu zwei verschiedenen 

Kontrollgruppen charakterisiert. Die gesunden Kontrolltiere wurden in Milchkühe 

eines Paratuberkulose-freien Betriebs und Milchkühe desselben infizierten Betriebs, 

die sich trotz Exposition gegenüber MAP nicht infizierten, unterteilt. Mithilfe einer 

differentiellen Proteomanalyse mittels label-freier Tandem-Massenspektrometrie, 

gekoppelt an eine Flüssigkeitschromatographie, wurde ein hochauflösendes 

Serumproteom erstellt. Dabei wurden insgesamt 394 Proteine identifiziert. Die 

differentielle Analyse des Proteoms ergab signifikante Unterschiede in der 

Abundanz von 60 Proteinen im Serum von MAP-infizierten Kühen im Vergleich zu 

gesunden, nicht-infizierten Kühen aus demselben Betrieb und 90 Proteinen im 

Vergleich zu gesunden Kontrollkühen aus einem Paratuberkulose-freien Betrieb. 

Die Untersuchung der Proteomdaten auf eine Überrepräsentation von Signalwegen 

zeigte eine Anreicherung von Proteinen in Wegen, die stark mit dem Immunsystem 

assoziiert sind. 

Eine Überrepräsentation von Proteinen, die mit der MHC-Klasse-II-

Antigenpräsentation verbunden sind, wie MHC-Klasse-II und dem für ihre 

Regulierung verantwortlichen Protein Cathepsin S (CTSS), deutet auf einen 

alternativen Mechanismus der Antigenpräsentation während einer MAP-Infektion 

hin. Darüber hinaus wiesen die Proteine, das Cysteine-rich secretory protein 3 und 
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Cathepsin C, eine höhere Abundanz im Serum von MAP-infizierten Kühen im 

Vergleich zu beiden Kontrollgruppen auf. Beide Proteine sind mit der neutrophilen 

Degranulation assoziiert und zeigen eine Aktivierung der Effektorfunktionen von 

neutrophilen Granulozyten an, die offenbar nicht in der Lage sind, den Erreger zu 

eliminieren. Zusätzlich wies das Protein Fc fragment of IgG, high affinity Ia, receptor 

eine höhere Abundanz im Serum von MAP-infizierten Kühen im Vergleich zu beiden 

Kontrollgruppen auf. Dieses Protein steht in Zusammenhang mit der Fc-gamma-

Rezeptor (FCGR)-abhängigen Phagozytose. Eine Anreicherung von Proteinen in 

diesem Signalweg bei MAP-infizierten Kühen konnte jedoch nur im Vergleich zu den 

gesunden, nicht-infizierten Kühen des infizierten Betriebs festgestellt werden. Dies 

könnte darauf hindeuten, dass Proteine, die an der FCGR-abhängigen Phagozytose 

beteiligt sind, mit einer Anfälligkeit für oder einer Resistenz gegenüber der bovinen 

Paratuberkulose assoziiert sind. 

Die Charakterisierung des Serumproteoms von MAP-infizierten Kühen im Vergleich 

zu zwei verschiedenen gesunden Phänotypen deutet auf unterschiedliche 

Wirt-Pathogen-Interaktionen während einer MAP-Infektion hin. Zukünftige Studien 

sollten die vorgestellten Erkenntnisse und deren Zusammenhänge durch in vitro 

Ko-Inkubationen von bovinen peripheren Blutleukozyten mit MAP weiter 

untersuchen. 

Zusätzlich zu den Einblicken in die Immunantwort von Rindern auf eine 

MAP-Infektion identifizierte diese Studie CTSS als potenziellen Biomarker für die 

bovine Paratuberkulose im Serum. Das durch die differentielle Proteomanalyse 

identifizierte CTSS wurde anschließend in einem Western Blot-Assay verifiziert und 

in einer größeren Kohorte analysiert, wobei CTSS als potenzieller Biomarker 

bestätigt werden konnte. Großangelegte Kohortenstudien und die Entwicklung 

praxistauglicher Nachweismethoden sind nun erforderlich, um die praktische 

Anwendbarkeit von CTSS als Biomarker für die bovine Paratuberkulose zu 

evaluieren. 
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6 SUMMARY 

Bovine paratuberculosis is an incurable, infectious, chronic, granulomatous enteritis 

of cattle leading to significant economic losses. Since currently available detection 

methods only identify an infection with the underlying pathogen, Mycobacterium 

avium subsp. paratuberculosis (MAP), to a certain extent and often yield false-

positive results due to their limited sensitivity and specificity, targeted eradication is 

particularly challenging. Furthermore, effectively combating paratuberculosis 

remains difficult due to unexplained host-pathogen-interactions. 

The aim of this study was therefore to provide new insights into host factors on the 

persistence of MAP-infection and to improve the diagnosis of bovine 

paratuberculosis by potential biomarkers for detecting MAP-infections in cattle. For 

this purpose, the serum proteome of MAP-infected dairy cows was characterized in 

comparison to two different control groups. The healthy control animals were divided 

into dairy cows from a paratuberculosis-free herd and dairy cows from the same 

infected herd that did not become infected despite exposure to MAP. A high-

resolution serum proteome was generated using differential proteome analysis with 

label-free tandem mass spectrometry coupled to liquid chromatography, identifying 

a total of 394 proteins. Differential analysis of the proteome revealed significant 

differences in the abundance of 60 proteins in the serum of MAP-infected cows 

compared to healthy, uninfected cows from the same herd and 90 proteins 

compared to healthy control cows from a paratuberculosis-free herd. The 

examination of the proteomic data for an overrepresentation of signaling pathways 

showed an enrichment of proteins in pathways with strong association to the 

immune system. 

An overrepresentation of proteins associated with MHC class II antigen 

presentation, such as MHC class II and the protein responsible for its regulation, 

Cathepsin S (CTSS), suggests an alternative mechanism of antigen presentation 

during MAP-infection. In addition, the proteins, cysteine-rich secretory protein 3 and 

Cathepsin C, showed a higher abundance in the serum of MAP-infected cows 

compared to both control groups. Both proteins are associated with neutrophil 

degranulation and indicate an activation of effector functions of neutrophil 

granulocytes, which are apparently not capable to eliminate the pathogen. 

Additionally, the protein Fc fragment of IgG, high affinity Ia, receptor exhibited a 
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higher abundance in the serum of MAP-infected cows in comparison to both control 

groups. This protein is linked to Fc gamma receptor (FCGR) dependent 

phagocytosis. However, an enrichment of proteins in this signaling pathway in MAP-

infected cows could only be determined in comparison to the healthy, uninfected 

cows from the infected herd. This could indicate that proteins involved in FCGR 

dependent phagocytosis are associated with susceptibility or resistance to bovine 

paratuberculosis. 

The characterization of the serum proteome of MAP-infected cows in comparison to 

two different healthy phenotypes indicates different host-pathogen interactions 

during MAP-infection. Future studies should further investigate the presented 

findings and their correlations by in vitro co-incubations of bovine peripheral blood 

leukocytes with MAP. 

In addition to providing insights into the immune response of cattle to MAP-infection, 

this study identified CTSS as a potential biomarker for bovine paratuberculosis in 

serum. CTSS, which was identified by differential proteome analysis was 

subsequently verified by Western blotting and analyzed in a larger cohort, 

confirming its potential as a biomarker. Large-scale cohort studies and the 

development of practical detection methods are now required to assess the practical 

applicability of CTSS as a biomarker for bovine paratuberculosis. 
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