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Einleitung 1

1 Einleitung

Obwohl die Paratuberkulose 120 Jahre nach ihrer Erstbeschreibung bereits Ziel
unzéhliger Studien war, fehlt bisher ein effizientes und international umsetzbares
Bekadmpfungskonzept. Die Infektion mit dem Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) kann nicht sinnvoll medikamentds therapiert werden und
derzeit verfugbare Impfungen schitzen weder die Tiere vor der Infektion noch
verhindern sie sicher die Weiterverbreitung der Erkrankung (St-Jean and Jernigan
1991, Kormendy 1994, van Schaik, Kalis et al. 1996, Fecteau and Whitlock 2011,
Juste 2012). Somit bleiben als Mittel zur Bekdmpfung der Paratuberkulose nur die
Vermeidung von Neuinfektionen und die Merzung betroffener Tiere. Um dies konse-
guent umsetzen zu kénnen, mangelt es allerdings an adaquaten diagnostischen
Mitteln (Whittington and Sergeant 2001, Tripathi, Periasamy et al. 2006, Mikkelsen,
Aagaard et al. 2011, Timms, Gehringer et al. 2011). Vor allem im Jungtieralter besit-
zen die derzeit verfugbaren diagnostischen Tests eine sehr geringe Sensitivitat, wes-
halb der Infektionsstatus zugekaufter Jungtiere nicht sicher bestimmt werden kann.

Die Entwicklung und Evaluierung neuer oder optimierter diagnostischer Methoden
wird dabei vor allem durch drei in der Art des Erregers bzw. in der Pathogenese der

Paratuberkulose begriindete Aspekte erschwert:

1. Der derzeitige Gold-Standard zum Nachweis der Paratuberkulose, der direkte
Nachweis von MAP nach kultureller Anzucht aus Kot- oder Organproben, ist in
seiner Sensitivitat unvollkommen (Sockett, Carr et al. 1992, Whitlock, Wells et
al. 2000, Timms, Gehringer et al. 2011). Dies liegt daran, dass MAP wahrend
der Latenzphase tber Monate hinweg nicht in ausreichendem Mal3e und auch
im spateren Infektionsverlauf oftmals nur intermittierend mit dem Kot ausge-
schieden wird (Whittington and Sergeant 2001, Nielsen, Gronbaek et al. 2002,
Antognoli, Hirst et al. 2007, Lybeck, Storset et al. 2010). Auch bei der
Untersuchung von Organproben sind einzelne Negativ-Ergebnisse nicht
aussagekraftig fur den Infektionsstatus (Sweeney, Whitlock et al. 2006). Da
also der wahre Infektionsstatus der Tiere schwer zu bestimmen ist, sind
Ergebnisse neu entwickelter diagnostischer Tests oftmals nur eingeschrankt
interpretierbar (Kalis, Collins et al. 2003). Abhilfe schaffen kann hier ein

Infektionsmodell, innerhalb dessen der Infektionsstatus der Tiere bekannt ist.



2 Einleitung

2. Es hat sich gezeigt, dass der Nachweis der zellularen Immunantwort auf MAP
frher gelingen kann, als der direkte Nachweis, bzw. der Nachweis der
humoralen Immunantwort (Gwozdz, Thompson et al. 2000, Storset, Hasvold et
al. 2001, Antognoli, Hirst et al. 2007). Allerdings sind Tests, die auf Parameter
der zellularen Immunantwort abzielen, nur so spezifisch flr Paratuberkulose,
wie die bei der ex vivo Restimulation verwendeten Antigene (Jungersen, Huda
et al. 2002). Nutztiere haben jedoch im normalen landwirtschaftlichen Betrieb
Kontakt zu unterschiedlichen Mykobakterien, die zu MAP eine hohe Homo-
logie aufweisen. Daher muss bei der Verwendung nicht rein MAP-spezifischer
Stimulantien (wie aus MAP gewonnener Antigengemische) auf eine eventuelle
Einschrankung der Spezifitdt des Tests geachtet werden. Bislang untersuchte
MAP-spezifische Antigene wiesen jedoch keine ausreichende Stimulations-
kraft auf, um die aus MAP gewonnenen Antigengemische bei der Restimula-
tion abzulésen (Santema, Overdijk et al. 2009, Mikkelsen, Aagaard et al. 2011,
Hughes, Denham et al. 2013).

3. Der Infektionsverlauf der Paratuberkulose kann sowohl bei Ziegen als auch
bei Schafen oder Rindern interindividuell stark variieren (Clarke and Little
1996, Perez, Garcia Marin et al. 1996, Burrells, Clarke et al. 1999, Corpa,
Garrido et al. 2000, Gonzalez, Geijo et al. 2005, Munoz, Delgado et al. 2009).
Die jeweilige Auspragung des Infektionsgeschehens kann sich dabei auf alle
bisher im Fokus der Forschung stehenden Nachweisparameter auswirken
(Clarke and Little 1996, Navarro, Ramis et al. 1998, Burrells, Clarke et al.
1999, Perez, Tellechea et al. 1999). Erkenntnisse zu den Ursachen der
Variation der Infektionsverlaufe konnen daher sowohl fir die Entwicklung der
Diagnostik nutzlich sein als auch das Verstandnis der Pathogenese

verbessern.

Im Folgenden werden einige, fur die vorliegende Studie relevante Erkenntnisse aus

der Paratuberkuloseforschung zusammengefasst.
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2 Literaturtibersicht

2.1 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)

2.1.1 Einordnung und Erregereigenschaften

Die bovine Paratuberkulose wurde erstmals 1895 als ein AH L héth@iodver )DO O3 YRQ
Tuberkulose beschrieben (Johne and Frothingham 1895). Einige Charakteristika deu-
teten zum damaligen Zeitpunkt auf eine Infektion mit Mycobacterium (M.) bovis, dem
Erreger der Rindertuberkulose hin (u.a. positiver Intrakutantest mit Tuberkulin, Farbe-
verhalten der Bakterien wie M. bovis). Andere Befunde hingegen zeigten Unter-
schiede zu M. bovis auf (Morphologie der Bakterien, Histologie der pathologischen

Veranderungen am Darm).

Der Erreger wurde 95 Jahre nach dieser ersten Beschreibung u.a. aufgrund von
Desoxyribonukleinsdure (engl. desoxyribonucleic acid [DNA])-DNA-Hybridisierungs-
tests als Subspezies der Spezies M. avium beschrieben (Thorel, Krichevsky et al.
1990). Weitere 15 Jahre spater wurde das vollstandige Genom des MAP-Stammes
K-10 sequenziert (Li, Bannantine et al. 2005). Das Genom von MAP ist zu Uber 97 %
identisch mit dem Genom von M. avium subsp. avium (Bannantine, Zhang et al.
2003). Daher sind bisher nur wenige Bestandteile von MAP als subspezies-spezifisch
beschrieben (Gilot and Cocito 1993, Hughes, Bannantine et al. 2008). Heute sind
verschiedene Stamme und Typen (Typ I, Typ II, Typ Ill und der Bison-Typ) von MAP
bekannt, die sich voneinander u.a. im Wirtsspektrum oder in der Pathogenitat unter-
scheiden (Collins, Gabric et al. 1990, Stevenson, Hughes et al. 2002, Sohal, Singh et
al. 2010, Biet, Sevilla et al. 2012, Stevenson 2015).

MAP ist ein schwach gram-positives, im Wirtstier intrazellular wachsendes, pleo-
morphes, stdbchenférmiges Bakterium mit einer stark lipidhaltigen Zellwand (Zurbrick
and Czuprynski 1987, Tessema, Koets et al. 2001, Rowe and Grant 2006). Letztere
macht es aul3erst widerstandsfahig und saurefest. MAP weist vor allem in Béden,
aber auch in Gewassern eine hohe Tenazitat auf (Whittington, Marshall et al. 2004,
Whittington, Marsh et al. 2005). Temperaturschwankungen gegentber ist es sehr
resistent, weder Einfrieren bei -70 °C noch Pasteurisierung vermoégen MAP sicher

abzutoten (Grant, Rowe et al. 2001, Raizman, Espejo et al. 2011).
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Das Wachstum von MAP ist jedoch mit einer Generationszeit von Uber 24 Stunden
selbst unter guten Bedingungen sehr langsam (Lambrecht, Carriere et al. 1988,
Elguezabal, Bastida et al. 2011). AuRerdem ist MAP, mit Ausnahme von laboradap-
tierten Stammen, bei der kulturellen Vermehrung auf Zugabe des Siderophors Myko-
baktin angewiesen (Twort and Ingram 1912, Merkal and Curran 1974, Thorel 1984).
Dieses Merkmal wird in der Diagnostik von Mykobakterien-Kulturen zur Identifizie-
rung als MAP herangezogen, ist jedoch nicht 100 % MAP-spezifisch (Thorel 1984).

2.1.2 Vorkommen in der Umwelt und nattrliche Wirte des Erregers

Aufgrund seiner hohen Widerstandsfahigkeit ist MAP lange Zeit in der Umwelt in
unterschiedlichsten Milieus Uberlebensfahig und kann so ubiquitdr vorkommen.
Selbst aus freilebenden Amoben, die in Gewassern und im Erdboden vorkommen,
aus Larven von Trichostrongyliden (Darmparasiten) und bei der Untersuchung
einiger Monogastrier- und Vogel-Spezies (u.a. Wildkaninchen, Fuchs, Hermelin,
Wiesel, Krahe, Dohle, Ratte, Wald- und Hausmaus, Hase, Dachs) wurde MAP
bereits isoliert (Beard, Daniels et al. 2001, Lloyd, Whittington et al. 2001, Florou,
Leontides et al. 2008, White, Birtles et al. 2010).

Beim Kaninchen, Fuchs, Hermelin, Wiesel, bei der Krdhe, der Ratte und der
Waldmaus wurden dabei auch Lé&sionen gefunden, die Charakteristika von MAP-
infiziertem Gewebe aufwiesen. Obwohl vor allem Kaninchenpopulationen groR3e
Mengen an MAP auf den Weiden ausscheiden konnen, ist derzeit noch unkKlar,
welche Rolle diese Tiere wirklich in der Verbreitung der Erkrankung spielen (Daniels,
Henderson et al. 2003). Klinisch apparente Erkrankungen der vorher genannten

Spezies wurden bisher nicht beschrieben.

Bei Wiederkauern ist MAP hingegen als monokausaler Erreger der Paratuberkulose
bekannt GHU GLH .RFK{VFKHQ (BRné\and GiotihigharhULBOB, OWért
1910, Twort and Ingram 1912, Twort 1914). Sowohl Haus- als auch Wildwiederk&uer
sind empfanglich fur Paratuberkulose und sorgen in fortgeschrittenen Krankheits-
stadien durch massenhaftes Ausscheiden des Erregers fur die Verbreitung der Para-
tuberkulose. In Anbetracht dessen ist es wenig verwunderlich, dass das Mykobak-
terium durch internationalen Nutztierhandel und Wildwechsel tGber Landesgrenzen

hinweg eine weltweite Verbreitung erfahren hat.
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2.2 Paratuberkulose

221 Ubertragungswege und Empfanglichkeit

Da mit MAP infizierte Tiere erst zu einem spaten Zeitpunkt sicher diagnostizierbar
sind (Manning and Collins 2001, Collins 2011), stellen klinisch inapparent infizierte
Tiere das grofdte Risiko fur die unbemerkte Durchseuchung eines Bestandes dar.
Asymptomatische Tragertiere machen zudem den grof3ten Teil der infizierten Tiere
aus. Whitlock and Buergelt (1996) beschrieben die klinisch apparent infizierten Tiere
in einem Bestand als die metaphorische Spitze des Eisbergs. Auf jedes dieser Tiere
kdmen demnach noch 15 bis 25 klinisch inapparent infizierte Tiere. Dies konnten
Whitlock, Wells et al. (2000) bei einer Untersuchung zur Sensitivitat und Spezifitat
von diagnostischen Methoden numerisch belegen.

Mit fortschreitendem Infektionsstadium nimmt sowohl die Wahrscheinlichkeit zu, dass
die Tiere MAP mit dem Kot ausscheiden, als auch die Anzahl der ausgeschiedenen
Bakterien. So kann MAP in frihen Infektionsstadien nicht im Kot nachgewiesen
werden, weil die Tiere nur sehr geringe Mengen MAP ausscheiden (Whittington and
Sergeant 2001). Im finalen Stadium der klinischen Apparenz kann ein infiziertes Tier
hingegen 10° bis 108 koloniebildende Einheiten (KBE) pro Gramm Kot ausscheiden
(Jorgensen 1982, Whittington, Marsh et al. 1999, Whittington and Sergeant 2001).

Um Jungtiere zu infizieren, reicht bereits eine vergleichsweise geringe Dosis aus. Bei
Infektionsversuchen mit Lammern und Rothirsch-Kéalbern konnte nach oraler Verab-
reichung von insgesamt 103 Erregern jeweils bei einem Teil der Tiere eine Infektion
mit MAP festgestellt werden (Brotherston, Gilmour et al. 1961, Nisbet, Gilmour et al.
1962, O'Brien, Mackintosh et al. 2006). Adulte Tiere infizieren sich erst bei einer
hoéheren Erregerexposition und zeigen in der Regel einen weniger schweren
Krankheitsverlauf als Tiere, die sich als Jungtier infiziert hatten (Taylor 1953, Windsor
and Whittington 2010, Sweeney 2011, McGregor, Dhand et al. 2012).

Auch die genetische Ausstattung der Tiere kann die Empfanglichkeit gegentber MAP
beeinflussen (Koets, Adugna et al. 2000, Mortensen, Nielsen et al. 2004, Korou,
Liandris et al. 2010, Purdie, Plain et al. 2011). Sweeney (2011) bewertete allerdings
den Einfluss von Betriebs-Management und Faktoren, die mit dem Umfeld der Tiere
im Zusammenhang stehen, als gewichtiger als die bis dato beschriebenen
genetischen Faktoren.



6 Literaturtibersicht

Der Kontakt mit MAP-haltigen Fakalien (und damit verschmutzten Gegenstanden) ist
der wichtigste Ubertragungsweg (Clarke 1997, Sweeney 2011, Radia, Bond et al.
2013). Aber auch eine diaplazentare Infektion im erkrankten Muttertier ist mdglich
(Seitz, Heider et al. 1989, Alinovi, Wu et al. 2009, Whittington and Windsor 2009).
Der Nachweis von MAP aus Kolostrum und Sperma deutet zwar auf mogliche
weitere Infektionswege, denen aber bislang in der Risikobewertung im Vergleich zu
den vorher genannten kein grol3er Stellenwert eingeraumt wird (Philpott 1993,
Nielsen, Bjerre et al. 2008).

222 Geschéatzte Pravalenz der Paratuberkulose  und Tragweite der Bekémpfung

Bisher ist es mangels ausreichend sensitiver diagnostischer Mittel intra vitam nicht
maoglich, eine genaue Angabe zur Pravalenz der Paratuberkulose in einer Population
zu machen (siehe 2.3). Schatzungen der Pravalenz fir deutsche Rinder reichen
derzeit von 4,38 bis 33,0 % (Weber, Schafer-Schmidt et al. 2000, Schott 2002,
Hacker, Huttner et al. 2004, Donat, Eulenberger et al. 2005, Elze, Liebler-Tenorio et
al. 2013). Eine Studie, die veréffentlichte Untersuchungen zur Pravalenz von MAP in
Europa kritisch Gberpruft hat, kam teilweise zu deutlich héheren Einschatzungen, als
in den jeweiligen Veroéffentlichungen angegeben (Nielsen and Toft 2009). Die von
Nielsen et al. berechnete wahre Pravalenz unter Rindern wurde fir Europa mit 20 %

angegeben.

Selbst wenn die meisten mit MAP infizierten Nutztiere bis zu ihrem Lebensende
keine klinischen Symptome zeigen, fluhren latente MAP-bedingte Leistungseinbul3en
sowie Fruchtbarkeitsstérungen zu erheblichen Verlusten in der Milch- und Fleisch-
produzierenden Industrie (Ott, Wells et al. 1999, Hasonova and Pavlik 2006, Gonda,
Chang et al. 2007, Bhattarai, Fosgate et al. 2013).

Daruber hinaus ist es tierschutzrechtlich nicht zu vertreten, eine grof3e Zahl von
Tieren infiziert und mehr oder weniger gesundheitlich belastet zu wissen, ohne

Malnahmen dagegen zu ergreifen.

Ein weiterer Grund dafir, die Verbreitung von Paratuberkulose einzudammen, ist der
bislang noch nicht sicher ausgeraumte Verdacht, dass MAP an der Entstehung von
Morbus Crohn beteiligt sein kénnte. Bei Morbus Crohn handelt es sich um eine chro-
nische, granulomatdse Enteritis des Menschen, die in klinischer und pathologischer

Hinsicht Ahnlichkeiten zur Paratuberkulose aufweist und deren Ursache bisher unklar
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ist (Chiodini 1989, Das and Seril 2012). Bei Morbus Crohn-Patienten wurden MAP-
spezifische Antikdrper nachgewiesen und MAP aus Gewebeproben isoliert
(Sanderson, Moss et al. 1992, Feller, Huwiler et al. 2007). Da diese Nachweise
jedoch nicht bei allen und nicht ausschlief3lich bei Morbus Crohn-Patienten gelangen,
kann MAP bisher keine ursachliche Bedeutung, sondern hochstens die Rolle eines
Co-Faktors zugeschrieben werden (Sanderson, Moss et al. 1992, Chiba, Fukushima
et al. 1998, Kanazawa, Haga et al. 1999). Bisher veréffentlichte, vermeintlich
deutliche Hinweise auf einen kausalen Zusammenhang zwischen MAP und Morbus
Crohn halten einer wissenschaftlichen Uberpriifung nicht stand (Bach 2015, McNees,
Markesich et al. 2015, Sechi and Dow 2015).

2.2.3 Bekampfungsstrategien

Eine Heilung der mit MAP infizierten Tiere ist nicht mdglich. Es ist lediglich eine
vorubergehende Milderung klinischer Symptome durch Einsatz verschiedener
Antibiotika beschrieben (St-Jean and Jernigan 1991, Fecteau and Whitlock 2011).
Dies kann aber im Nutztierbereich aus Verbraucherschutzsicht und aus wirtschaft-

lichen Erwagungen heraus weder das Ziel sein noch die Problematik I6sen.

Auch bisher erprobte Impfstoffe reduzieren zwar das Vorkommen von Klinischen
Erscheinungen und die Ausscheidung von MAP mit dem Kot, verhindern aber nicht
die Infektion der Tiere (Juste, Garcia Marin et al. 1994, Kormendy 1994, van Schaik,
Kalis et al. 1996, Juste 2012). In Deutschland sind diese Impfstoffe nicht zugelassen.
Das liegt einerseits daran, dass sie die Infektion der Tiere nicht verhindern und ande-
rerseits daran, dass die Impfreaktion die derzeit verfugbare serologische Diagnostik
der Paratuberkulose und durch Kreuzreaktionen auch die der Tuberkulose beein-
trachtigt (Kormendy 1994, Koéhler, Gyra et al. 2001, Storset, Berg et al. 2005, Perez
de Val, Nofrarias et al. 2012).

Allgemein gibt es trotz grenzuberschreitendem Handelsverkehr mit Nutztieren keine
international einheitlichen MalRhahmen oder Strategien zur Bekampfung von Para-
tuberkulose. Die EU gibt fur Schafe und Ziegen fir den innergemeinschaftlichen
Handelsverkehr von Zuchttieren vor, dass diese aus einem Betrieb kommen mussen,
der in den letzten zwolf Monaten keinen Fall klinischer Paratuberkulose aufgewiesen
hat. Eine Testung der Tiere ist jedoch nicht vorgesehen (Richtlinie 91/68/EWG des
Rates vom 28.01.1991 zur Regelung tierseuchenrechtlicher Fragen beim innerge-

meinschaftlichen Handelsverkehr mit Schafen und Ziegen).
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Auch innerhalb Deutschlands gibt es keine gesetzlich vorgeschriebenen MalRnahmen

zur Bekampfung der Paratuberkulose. Dennoch ist der Ausbruch von Paratuber-

kulose nach der Verordnung uber meldepflichtige Tierkrankheiten vom 11.02.2011
meldepflichtig (Bundesgesetzblatt |, Seite 252; zuletzt gedndert durch Artikel 5 der

Verordnung vom 17.04.2014, Bundesgesetzblatt I, Seite 388). Zuséatzlich entstanden

Uber die Jahre in den verschiedenen Bundeslandern voneinander unabhé&ngige,

freiwillige Paratuberkulose-Bekampfungsprogramme, die haufig von den Tierseu-
chenkassen gefordert wurden. Das Bundesministerium fir Verbraucherschutz,

Ernahrung und Landwirtschaft hat am 17.01. A/HLWOLQLHQ I+U GHQ 8PJDC
Paratuberkulose in Wiederkduerbest QGHQ3? Y H U || (BuQdésa@nzé&idekVvVvom

10.02.2005, S. 2165), deren Umsetzung allerdings auf freiwilliger Basis erfolgte.

Diese Leitlinien wurden durch GLH A(PSIHKOXQJHQ I+U K\JLHQLVFKH $Q
GDV +DOWHQ YRQ :LHGHUNIXHUQ®3® Y.RBiese wurden vdinEJHO |V
Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft am 01.08.2014 im Bundes-

anzeiger veroffentlicht (Bundesanzeiger AT 01.08.2014 B1; Seite 1). Beide Schrift-

stiicke enthalten, wie die anderen Bekampfungsprogramme, vor allem Vorschlage

zur Verbesserung der Stall- und Abkalbehygiene, zur Verfutterung unbedenklichen

Kolostrums und zur hygienischen Aufzucht von Kalbern. Eine Voraussetzung fur

einen sichtbaren Erfolg in der Einddmmung der Paratuberkulose ist jedoch die

jahrelange, konsequente Umsetzung dieser Empfehlungen.

Zur erfolgreichen Sanierung eines Bestands gehdren aulR3er der Einhaltung eines
guten Hygienemanagements idealerweise die diagnostische Testung der Tiere und
das Separieren bzw. Entfernen infizierter Tiere. In Schweden wurden seit 1952
ganze Bestdnde der Schlachtung zugefihrt, wenn es zu positiven Ergebnissen bei
kulturellen oder serologischen Untersuchungen kam. Diese konsequente Entfernung
erwiesener und maglicher Infektionstrager fihrte zu einer sehr niedrigen Prévalenz
der Paratuberkulose in Schweden (Frossling, Wahlstrom et al. 2013). Ein solch radi-
kales Vorgehen ist jedoch nicht flachendeckend mit freiwilliger Beteiligung durchzu-
setzen. Von Vorteil waren daher diagnostische Methoden, die friihzeitig beim Einzel-
tier die Infektion mit MAP, bzw. das von dem Tier ausgehende Risiko fir die nicht-
infizierten Herdenmitglieder, nachweisen kénnen. Mit Hilfe solcher Tests ware es
maglich infizierte Tiere gezielt auszusortieren, ohne den gesamten Bestand opfern zu

mussen, was die Akzeptanz solcher Vorgehensweisen erh6hen wirde.
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224 Tiermodelle

Da bei Tieren aus naturlich infizierten Bestanden weder eine Aussage Uber die Dosis
noch Uber den Zeitpunkt der Infektion gemacht werden kann, sind Infektionsmodelle
unumganglich, um Gruppen infizierter Tiere mit qualitativ und zeitlich vergleichbarer
Exposition gegeniber dem Erreger untersuchen zu koénnen. Dies ist vor allem
wichtig, um das Verstandnis der Pathogenese zu erweitern und um diagnostische
Methoden oder Impfstoffe zu entwickeln oder zu prifen.

Neben den natirlichen Wirtsspezies wurden auch Laborméause fur
MAP-Infektionsmodelle verwendet (Chandler 1961, Chiodini and Buergelt 1993).
Diese zeigten teilweise Lasionen mit einer Histologie, die der von MAP-infizierten
Wiederkaduern ahnelt (Tanaka, Sato et al. 1994). Allerdings sind im Mausmodell
gewonnene Daten nur bedingt auf die Paratuberkulose der Wiederkauer tbertragbar,
da hier eher systemische als priméar intestinale Infektionen erzeugt werden (Harris
and Barletta 2001).

Wegen der besseren Ubertragbarkeit der Daten sind natiirliche Wirtstiere fir
Infektionsversuche mit MAP vorzuziehen (Hines, Stabel et al. 2007). Hier eignen sich
primar Schafe und Ziegen, da diese auch Uber langere Zeitraume mit vergleichs-
weise geringem Aufwand zu halten sind. Doch auch zwischen Rindern, Schafen und
Ziegen gibt es Unterschiede, die bei der Anwendung eines solchen Modells beachtet
werden mussen. Ziegen gelten im Vergleich zu Schafen und Rindern als empfang-
licher fir MAP und zeigen einen beschleunigten Krankheitsverlauf (Ris, Hamel et al.
1987, Ris, Hamel et al. 1988, Stewart, Vaughan et al. 2004, Stewart, Vaughan et al.
2006, Hines, Stabel et al. 2007, Stewart, Vaughan et al. 2007). Aul3erdem zeigen
sich Ziegen unter naturlichen Bedingungen fiur alle Typen von MAP empfanglich,
wahrend bei Schafen vor allem der Typ | bzw. Typ Il und bei Rindern der Typ Il ge-
funden wird (de Juan, Alvarez et al. 2006, Biet, Sevilla et al. 2012, Stevenson 2015).

Bei Infektionsmodellen an Wiederkauern hat sich die orale Inokulation durchgesetzt,
da sie den natirlichen fakal-oralen Infektionsweg am besten nachahmt. Hier wurden
in vergangenen Studien bei Ziegen Erregerzahlen von 3 x 107 KBE bis 8 x 10° KBE
und bei Schafen von 2,6 x 10! KBE bis 2,6 x 10! KBE verwendet (Hines, Stabel et al.
2007). Hines et al. (2007) empfahlen jeweils eine Infektionsdosis zu wahlen, die eine
sichere Infektion gewahrleistet, aber dabei nicht das natirliche Abwehrsystem in

einer Art Uberfordert, dass keine nattrliche Wirtsantwort auf die Infektion mdglich ist.
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Um im Modell den Verhéltnissen bei einer natirlichen Infektion mdglichst nahe zu
kommen, haben Meyer (2011) und Kdéhler, Soschinka et al. (2015) in einem Ziegen-
modell vier Inokulationsschemata verglichen. Sie fanden, dass die Verabreichung
von 10 mg Bakterienfeuchtmasse (ca. 1,16 x 107 bis 5,51 x 10’ KBE) an zehn
Zeitpunkten im Abstand von zwei bis drei Tagen eine sichere Infektion drei bis funf
Tage alter Ziegen gewahrleistet. Die Infektion flhrte innerhalb eines Jahres nur im
Einzelfall zu klinischen Symptomen, bei allen Tieren aber zu ausgedehnten MAP-
spezifischen Organ-Veranderungen. Drei weitere Schemata beinhalteten eine
Inokulation zu einem spateren Zeitpunkt und/oder mit einer gréReren Infektionsdosis.
Im Vergleich mit diesen wies jedoch das zuvor beschriebene Inokulationsschema im
Hinblick auf die histopathologischen Befunde ein Jahr post inoculationem (p.i.), die
groRten Ahnlichkeiten mit den bei natirlich infizierten Tieren erhobenen Befunden
auf (Meyer 2011).

Bei allen Bemuhungen eine naturliche Infektion experimentell nachzustellen, zeigen
experimentell infizierte Tiere im Vergleich zu natirlich infizierten Tieren oftmals deut-
liche Unterschiede: Bei experimentell infizierten Tieren konnten deutlich friher Nach-
weise von MAP im Kot, von MAP-spezifischen Antikdrpern im Serum und von MAP in
Organproben erbracht werden (Reddacliff and Whittington 2003, Begg, O'Brien et al.
2005, Hines, Stabel et al. 2007). Demnach ist anzunehmen, dass experimentelle
Infektionen mit im Vergleich zur natirlichen Exposition vermutlich sehr hohen
Einzelinfektionsdosen einen beschleunigten Infektionsverlauf nach sich ziehen.

Dieser Unterschied muss bei der Interpretation von Tiermodellen beachtet werden.

2.2.5 Allgemeiner Krankheitsverlauf und Wirt-Erreger-Interaktionen

Charakteristisch fur den Verlauf der Paratuberkulose ist eine sehr lange Inkubations-
zeit, die in diesem Falle auch als Latenzphase bezeichnet wird. Bei den meisten
Rindern betragt diese zwei bis funf Jahre, bei Schafen und Ziegen kommen klinische
Erscheinungen bereits nach einem Jahr vor (Clarke 1997, Kennedy and Benedictus
2001, Whittington and Sergeant 2001, Olsen, Sigurgardottir et al. 2002, Robbe-
Austerman 2011). Wahrend der Latenzphase werden zunachst das darm-assoziierte
Lymphgewebe und nachfolgend auch die Darmschleimhaut besiedelt. Dabei ist vor
allem das Jejunum und lleum, aber auch das proximale Kolon betroffen (Morin 1982,
Clarke and Little 1996, Clarke 1997, Tafti and Rashidi 2000). Bei sechs bis neun

Monate alten, nattrlich infizierten Kéalbern, Schaf- und Ziegenlammern wurde eine
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intermittierende Ausscheidung von MAP mit dem Kot nachgewiesen (Whittington and
Sergeant 2001, Antognoli, Hirst et al. 2007, Lybeck, Storset et al. 2010, Logar,
Kopinc et al. 2012). In der spaten Latenzphase kann es auf hdmatogenem oder
lymphogenem Weg zur Dissemination des Erregers im Gesamtorganismus kommen
(Gwozdz, Reichel et al. 1997, Manning, Steinberg et al. 2003, Bower, Begg et al.
2011, Kruger, Kohler et al. 2014).

In der klinisch apparenten Phase ist die normale Struktur der Darmschleimhaute in
einer Weise durch Schleimhauthypertrophie, Granulome und Zottenverkirzungen
bzw. -fusion verandert, dass es zu Malabsorption und Diarrhoe kommt (Clarke and
Little 1996, Tafti and Rashidi 2000, Kruger, Kdhler et al. 2014). Diarrhoe ist haufig
beim Rind und selten beim kleinen Wiederkauer zu beobachten; letztere zeigen
stattdessen eher weicheren, nicht speziesspezifisch geformten Kot (Chiodini, Van
Kruiningen et al. 1984, Clarke 1997, Sweeney 2011). Unabhéngig von der Spezies
erleiden die so betroffenen Tiere einen Mangel an Nahrstoffen und insbesondere an
Eiweil3 (Whitlock and Buergelt 1996, Lybeck, Storset et al. 2010). Letzteres fihrt zu
Hypoproteinamie und Odemen. Meist bleibt die Fresslust Uber lange Zeit erhalten.
Das Endstadium wird schlief3lich erreicht, wenn die Tiere unter Kachexie leiden und

den durchfallbedingten Flussigkeitsverlust nicht mehr ausgleichen kénnen.

Diverse Studien zur Pathogenese der Paratuberkulose haben dazu beigetragen, zu
verstehen, wie der Wirt auf die Infektion reagiert und wie MAP einer effektiven
Bekampfung seitens des Wirts entgeht. Nach der zumeist oralen Aufnahme wird
MAP mit den Ingesta bis in den Dinndarm transportiert. Die widerstandsfahigen
Mykobakterien Gberleben dabei zu grof3en Teilen den Kontakt mit Magensaure und
Galle (Dalton and Hill 2013). Im Dinndarm wird MAP vor allem von M-Zellen, die
sEHU GHQ 3H\HUYVFKHQ 30ODWWHQ Lridniddn Britl elakdgeri® OLHJIHC
das darunter liegende lymphatische Gewebe (Momotani, Whipple et al. 1988, Secott,
Lin et al. 2001). Sowohl intra- als auch subepitheliale Makrophagen nehmen MAP
auf. MAP entgeht jedoch in nicht ausreichend aktivierten Makrophagen der Abt6tung,
indem es die Fusion und Reifung der Phagosomen inhibiert (Zurbrick and Czuprynski
1987, Kuehnel, Goethe et al. 2001, Woo, Heintz et al. 2007). So kann MAP in
Makrophagen persistieren, sich vermehren und sich der zellularen und humoralen
Immunantwort entziehen. Aktivierte Makrophagen hingegen téten MAP in den
Phagolysosomen und prasentieren MAP-Antigene Utber MHC-II-Moleklle (Clarke
1997, Stabel 2000).
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Naive T-Zellen, die MHC-prasentierte Antigene erkennen, werden aktiviert, differen-
zieren vorwiegend zu CD4* Thl-Helferzellen und produzieren ein Profil von zellu-
laren Botenstoffen, das die zellvermittelte Immunabwehr unterstitzt (Stabel 2000,
Coussens 2001, Olsen and Storset 2001). Diese und die von aktivierten Makro-
phagen produzierten Zytokine aktivieren Makrophagen, unterhalten die pro-
inflammatorische Reaktion und unterstitzen die Granulombildung (Barbulescu,
Becker et al. 1998, Sedgwick, Riminton et al. 2000, Coussens 2001, Coussens
2004). Eine starke zellvermittelte Immunantwort wurde vielfach als notwendig fir die
Kontrolle der Infektion mit MAP beschrieben (Burrells, Clarke et al. 1998, Perez,
Tellechea et al. 1999, Toman, Faldyna et al. 2003).

Wo in Makrophagen aufgenommene MAP nicht im Wachstum gehemmt oder zerstort
werden, vermehren sie sich intrazellular (Zurbrick and Czuprynski 1987, Tessema,
Koets et al. 2001). Beim Zelltod kommt es dann zur Freisetzung von MAP in das
umliegende Gewebe bzw. bei vorliegenden Schleimhautldsionen in das Darmlumen.
Grol3flachige Schleimhautlasionen gehdren zwar nicht zum typischen Bild der Para-
tuberkulose (Clarke 1997, Kurade, Tripathi et al. 2004, Lybeck, Storset et al. 2010).
Dennoch ist die in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung vorkommende
Ausscheidung von grol3eren Mengen an MAP mit dem Kot nur durch eine
Freisetzung von MAP nach im Gewebe erfolgter Vermehrung erklarbar. Nur
vergleichsweise geringe Mengen an MAP konnten nach oraler Aufnahme und
Passage des Magen-Darm-Kanals im Kot gefunden werden, wenn keine Infektion
des Tieres nachweisbar war (Sweeney, Whitlock et al. 1992, Hines, Stabel et al.
2007, Kralik, Pribylova-Dziedzinska et al. 2014). Eine nennenswerte Vermehrung von
MAP im Darmlumen ist allein aufgrund der im Vergleich zur Generationszeit von
MAP geringen Verweilzeit der Ingesta unwahrscheinlich (Hartnell and Satter 1979,
Lambrecht, Carriere et al. 1988, Elguezabal, Bastida et al. 2011).

Die protektive Wirkung gegen MAP gerichteter Antikérper wird allgemein ange-
zweifelt, da eine starke Antikdrperreaktion v.a. bei Tieren mit einer hohen myko-
bakteriellen Last gefunden wird und auch maternale Antikérper keinen Schutz fur die
Jungtiere bedeuten (Clarke and Little 1996, Burrells, Clarke et al. 1999, Pithua,
Godden et al. 2009). Dennoch wurde sowohl bei Rindern als auch bei Schafen und
Ziegen nach langerer Infektionsdauer eine Zunahme der Th2-gepragten Immun-
antwort und der Konzentration an MAP-spezifischen Antikérpern im Blut nachge-
wiesen (Clarke 1997, Burrells, Clarke et al. 1998).
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Bei Tieren mit Kklinisch apparenter Infektion wurde eine gewisse Anergie der
Thl-Zellen festgestellt (Bendixen 1978, Stabel 2000, Koets, Rutten et al. 2002).
Warum die zellvermittelte Immunantwort im Verlauf der Infektion zurtickgeht und
letztlich der humoralen Immunantwort weicht, ist nicht bekannt. Es wurde jedoch
spekuliert, dass die Entwicklung einer regulatorischen T-Zellpopulation dafir
verantwortlich sein kénnte, welche die MAP-spezifischen CD4* Zellen hemmt oder
abtotet (Chiodini and Davis 1992, Navarro, Ramis et al. 1998, Koets, Rutten et al.
1999, Coussens 2004). Dieser Wechsel von einer Thl-gelenkten zu einer
vorwiegend Th-2-gepragten Immunantwort triige so zum Kontrollverlust bei, sodass
sich MAP in der Folge weitgehend ungehindert vermehren und im Organismus
verbreiten kann (Sweeney 2011). Obwohl eine ganze Reihe von Studien die
Vorstellung unterstitzt, dass sich die Immunantwort im Infektionsverlauf wandelt,
liefern andere Studien dem widersprechende Ergebnisse. So wiesen zwei Studien
bei Rindern bzw. Ziegen mit klinisch apparenter Infektion teilweise hohe Reaktionen
der zellularen Immunantwort im Interferon- 3Test (IFN- 3Test) nach. Tiere, die hohe
Mengen MAP ausschieden, zeigten hier eine signifikant hohere Freisetzung von
Interferon- J(IFN- J als solche, die wenig oder gar kein MAP ausschieden (Billman-
Jacobe, Carrigan et al. 1992, Lybeck, Storset et al. 2010).

2.2.6 Unterschiede in der Auspragung von Krankheitsmerkmalen

Die Entwicklung der Paratuberkulose ist abhangig vom Alter der Tiere und der
Infektionsdosis (Juste, Garcia Marin et al. 1994, McGregor, Dhand et al. 2012,
Mitchell, Medley et al. 2012). Doch auch in Infektionsmodellen bei gleichartig
inokulierten Tieren zeigten sich Unterschiede in dem Erscheinungsbild der
Erkrankung. Nach histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen von
Organproben konnten oftmals drei verschiedene Bilder beschrieben werden: Neben
Tieren, die trotz nachweisbarer immunologischer Auseinandersetzung mit MAP keine
histologischen Verdnderungen aufwiesen, zeigten andere Tiere paucibazillare oder
multibazillare Veradnderungen. Tiere ohne histologische Verdnderungen waren
klinisch unauffallig, zeigten keine Ausscheidung von MAP und zum Teil auch keine
kulturell nachweisbare Besiedlung mit MAP oder MAP-spezifische Antikdrper
(Smeed, Watkins et al. 2007, Gillan, O'Brien et al. 2010, Dennis, Reddacliff et al.
2011). Bei den sogenannten paucibazillaren Veranderungen bestehen die zellularen

Infiltrate vorwiegend aus Lymphozyten und einigen Makrophagen. Es sind vereinzel-



14 Literaturtibersicht

te, kleine granulomatdse Veranderungen zu finden, die keine bis wenige MAP enthal-
ten. Multibazillare Veranderungen hingegen bestehen aus Ziigen von Makrophagen
und Epitheloidzellen, die zahlreiche MAP enthalten kdnnen (Clarke and Little 1996,
Perez, Garcia Marin et al. 1996, Corpa, Garrido et al. 2000). Diese beiden Formen
der Paratuberkulose weisen Parallelen zu der tuberkuloiden bzw. lepromatésen Form
der Infektion mit M. leprae auf (erstere ahnelt der paucibazillaren, letztere der
multibazillaren Form), weshalb die Begriffe aus der Lepraforschung auch in der
Beschreibung der Paratuberkulose verwendet werden (Alzuherri, Woodall et al. 1996,
Clarke and Little 1996).

Die genannten Formen der Paratuberkulose wurden sowohl bei Rindern als auch bei
Schafen und Ziegen beschrieben (Clarke and Little 1996, Perez, Garcia Marin et al.
1996, Corpa, Garrido et al. 2000, Gonzalez, Geijo et al. 2005, Munoz, Delgado et al.
2009). Allerdings wird derzeit nur bei Schafen davon ausgegangen, dass diese Be-
funde unterschiedlich schwere Infektionsverlaufe charakterisieren, die jeweils einen
bestimmten Ausgang der Infektion erreichen (Smeed, Watkins et al. 2007, Gillan,
O'Brien et al. 2010). Dabei kénnen sowohl Tiere mit der paucibazillaren als auch
solche mit der multibazillaren Form der Paratuberkulose klinisch apparent werden,
wahrend die dritte Gruppe ohne histologische Veranderungen als weitgehend
unbeeintrachtigter und stummer Trager von MAP gilt (Burrells, Clarke et al. 1999,
Begg, O'Brien et al. 2005, Lybeck, Storset et al. 2010, McGregor, Dhand et al. 2012).

Paucibazillare Veranderungen wurden bei Untersuchungen natirlich und klinisch
apparent mit Paratuberkulose infizierter Schafe in 8,3 bis 30 %, multibazillare Veran-
derungen in 70 bis 83,3 % der Falle gefunden (Clarke and Little 1996, Dennis,
Reddacliff et al. 2011). Bei Rindern hingegen wird aufgrund der Fulle an verschiede-
nen Zwischenformen angenommen, dass diese lediglich verschiedene Stadien inner-
halb eines Infektionsverlaufes charakterisieren (Gonzalez, Geijo et al. 2005,
Vazquez, Garrido et al. 2013). Mangels experimenteller Uberprifung in Langzeit-
Infektionsversuchen mit Rindern bleibt dies eine Hypothese. Das Vorkommen von
distinkten Verlaufsformen der Paratuberkulose bei Ziegen wurde bisher noch nicht
beschrieben. Es wurden zwar bei Ziegen Lasionen gefunden, die denen der pauci-
bzw. multibazillaren Form der Schafe glichen, allerdings wiesen auch Ziegen
Zwischenformen auf, die nahelegten, dass die Verhaltnisse bei den Ziegen eher
denen bei Rindern &hneln (Corpa, Garrido et al. 2000, Gonzalez, Geijo et al. 2005,
Kruger, Kohler et al. 2014).
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Es ist bisher nicht bekannt, durch welche Mechanismen die Tiere, die nach einer
MAP-Infektion keine histologischen Veranderungen zeigen, vor der Besiedlung durch
MAP geschutzt werden. Bei der pauci- bzw. multibazillaren Form hingegen konnten
Zusammenhange zwischen der Krankheitsauspragung und der Art der Immunantwort
auf MAP festgestellt werden. So wurde die paucibazillare Form mit einer ausgeprag-
ten zellularen Immunitat und einer vergleichsweise geringen Antikorperproduktion
assoziiert (Clarke and Little 1996, Navarro, Ramis et al. 1998, Burrells, Clarke et al.
1999). Bei der multibazillaren Form dagegen wurden eine starke humorale und eine
schwache zellulare Immunantwort gefunden. Als ein weiterer Unterschied zeigte sich,
dass bei Tieren mit paucibazillarer Form mit geringerer Wahrscheinlichkeit MAP im
Kot nachgewiesen wird als bei Tieren mit multibazillarer Form (Clarke and Little
1996, Whittington, Fell et al. 2000). Demnach stellen erstere aufgrund geringerer
Ausscheidung von MAP ein niedrigeres Risiko der Weiterverbreitung von MAP dar

als letztere.

2.2.7 Bedeutung der in dieser Studie untersuchten Zytokine fiir den

Krankheitsverlauf der Paratuberkulose

Zytokine sind Botenstoffe, die von Zellen des Immunsystems gebildet und von
anderen oder auch denselben Zellen erkannt werden. Das Spektrum von
(Immunzell-)Subpopulationen, die auf einzelne Mediatoren reagieren, wird dabei
Uber das Expressionsmuster spezifischer Rezeptoren auf den Subpopulationen
determiniert. Zytokine wirken Uber Signalkaskaden auf die Genexpression und beein-
flussen so den Funktionszustand verschiedener Zellen (St Georgiev and Albright
1993, Munk and Emoto 1995). Die Art und Menge an ausgeschutteten Zytokinen legt
somit die Ausrichtung der Immunantwort fest. Es wird zwischen Zytokinen mit pro-
und mit anti-inflammatorischen Wirkungen unterschieden. Erstere spielen vor allem
bei einer Thl-lastigen Immunantwort eine Rolle, unterstitzen die zellvermittelte
Immunantwort und tragen zur Infiltration des Gewebes mit Makrophagen und Epithe-
loidzellen bei. Anti-inflammatorische Zytokine hingegen werden der Th2-Antwort
zugeordnet, stimulieren die Produktion von Antikérpern, unterdriicken den Thl-Anteil
der Immunantwort und mindern so Gewebsschaden durch ausufernde Entztindungs-
reaktionen (St Georgiev and Albright 1993, Coussens 2004). Dabei kann jedoch die

Abwehr insbesondere von intrazellularen Krankheitserregern beeintrachtigt werden.
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Fur diese Studie ausgewahlt wurden die pro-inflammatorischen Zytokine IFN-J
Interleukin (IL)-12, IL-18, Tumornekrosefaktor- . (TNF-.) und die anti-inflammatorisch
wirkenden Zytokine IL-10 und Transformierender Wachstumsfaktor  (engl. trans-
IRUPLQJ JURZ\W&FDFWRU

22.7.1 IFN-J

Das pro-inflammatorische Zytokin IFN- Jwird vor allem von Thl-Zellen und natir-
lichen Killerzellen (NK-Zellen), aber auch von Makrophagen und diversen anderen
Zellen des Korpers produziert (Boehm, Klamp et al. 1997, Munder, Mallo et al. 1998,
Schroder, Hertzog et al. 2004). IFN- Junterstitzt die zellvermittelte Immunabwehr
indem es Monozyten, Makrophagen und NK-Zellen aktiviert und diese zur Produktion
von IL-12 und weiterem IFN- Jstimuliert (Boehm, Klamp et al. 1997, Munder, Mallo et
al. 1998, Carnaud, Lee et al. 1999, Schroder, Hertzog et al. 2004). Derart aktivierte
Makrophagen kénnen MAP erfolgreich abtdten (vgl. 2.2.5). Daruber hinaus fordert
IFN- Jdie Entwicklung naiver T-Zellen zu Thl-Zellen und inhibiert die Th2-Zellen
(Fernandez-Botran, Sanders et al. 1988, Mosmann 1991, Boehm, Klamp et al. 1997).

IFN- Jwird eine wichtige Rolle in der Kontrolle von mykobakteriellen Infektionen zuge-
schrieben (Cooper, Dalton et al. 1993, Stabel 2000, Olsen, Sigurgardottir et al. 2002,
Over, Crandall et al. 2011). Eine Untersuchung zur Lepra, einer humanen Erkran-
kung ausgeldst durch M. leprae, hat gezeigt, dass eine Thl-lastige Immunantwort mit
starker Produktion von IFN-Jund IL-2 mit der tuberkuloiden Form der Erkrankung
korreliert. Bei dieser Krankheitsform wird die Infektion von den Patienten relativ gut
kontrolliert. Sie weisen vor allem paucibazillare Lasionen mit geringen Anzahlen an
Mykobakterien auf. Die schwerere Auspragungsform der Erkrankung hingegen, die
lepromatose, bzw. multibazillare Form, bei der die Mykobakterien massenhaft im Ge-
webe nachgewiesen werden kénnen, kommt zusammen mit einer Th2-dominierten
Immunantwort mit geringer IFN- 3Produktion vor (Yamamura, Uyemura et al. 1991).
Fur die Paratuberkulose wurden &hnliche Beobachtungen gemacht (Clarke and Little
1996, Burrells, Clarke et al. 1999, Gillan, O'Brien et al. 2010).

2.2.7.2 IL-12

Nach entsprechender Aktivierung produzieren Monozyten, Makrophagen, dendri-

tische Zellen und neutrophile Granulozyten IL-12. Die Aktivierung wird erreicht, wenn
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diese Zellen molekulare Muster erkennen, die mit Mikroorganismen assoziiert sind,
oder ein fur ein prasentiertes Antigen spezifischer T-Lymphozyt das Zelloberflachen-
molekll CD40 bindet (Cassatella, Meda et al. 1995, Heufler, Koch et al. 1996, Koch,
Stanzl et al. 1996, Bliss, Zhang et al. 1999). Das freigesetzte IL-12 wirkt auf verschie-
dene Zellen des Immunsystems und zeigt dabei oftmals ahnliche Wirkungen wie das
zuvor beschriebene IFN- J NK-Zellen werden durch IL-12 aktiviert, zeigen gesteigerte
zytotoxische Aktivitdt und setzen IFN- Jund TNF- Dfrei (Kobayashi, Fitz et al. 1989,
Robertson, Soiffer et al. 1992, Trinchieri 1995). AufRerdem stimuliert IL-12 die
Produktion von IFN- Jdurch Makrophagen und Th1-T-Zellen (Manetti, Parronchi et al.
1993, Trinchieri 1995, Heufler, Koch et al. 1996, Munder, Mallo et al. 1998). Letztere
entwickeln sich unter Einfluss von IL-12 aus naiven T-Zellen. So wird die zellulare
Immunantwort weiterhin gestitzt, wahrend gleichzeitig der Th2-Anteil der Immun-
antwort durch IL-12 gehemmt wird (Manetti, Parronchi et al. 1993, Kubin, Chow et al.
1994, Trinchieri 1995, Boehm, Klamp et al. 1997, O'Garra 1998, Dinarello 1999). In
Synergie mit IL-18 potenzieren sich diese Wirkungen (Ahn, Maruo et al. 1997, Zhang,
Kawakami et al. 1997, Munder, Mallo et al. 1998, Dinarello 1999, Akira 2000).

Fur den Nachweis des Zytokins ist zu beachten, dass die biologisch aktive Form von
IL-12 als Heterodimer aus den Untereinheiten IL-12p40 und IL-12p35 besteht
(Kobayashi, Fitz et al. 1989, D'Andrea, Rengaraju et al. 1992, Trinchieri 1995).
Wahrend die groRere Untereinheit, IL-12p40, nur in Zelltypen nachgewiesen wurde,
die das Heterodimer produzieren, wird IL-12p35 in geringem Mal3e auch in anderen
Zelltypen exprimiert. Die Expression von IL-12p35 ist dabei vornehmlich konstitutiv,
die von IL-12p40 hingegen vergleichsweise starker reguliert (D'Andrea, Rengaraju et
al. 1992, Wolf, Seiburth et al. 1992, D'Andrea, Aste-Amezaga et al. 1993, Trinchieri
1995). IL-12p40 ist fur die zellvermittelte Immunantwort von gréRerer Wichtigkeit, da
sie mit dem Polypeptid p19 die Bildung von IL-23 induziert, welches wie IL-12 die
Freisetzung von IFN- Jfoérdert (Oppmann, Lesley et al. 2000, Cooper, Kipnis et al.
2002, Lankford and Frucht 2003).

2.2.7.3 IL-18

IL-18 war nach seiner Entdeckung zun&chst unter dem Namen HN- Jinduzierender
Faktor 3 bekannt (Okamura, Nagata et al. 1995, Ushio, Namba et al. 1996, Kohno,
Kataoka et al. 1997). Wie IL-12 wird IL-18 unter anderem von aktivierten Makropha-
gen produziert (Okamura, Nagata et al. 1995, Ushio, Namba et al. 1996, Akira 2000).
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Beide Interleukine wirken synergistisch, wenngleich Uber separate Signalwege, und
steigern so die IFN- 3Produktion durch Makrophagen, NK-Zellen, naive T Zellen und
Thl-Zellen (Okamura, Nagata et al. 1995, Robinson, Shibuya et al. 1997, Dinarello
1999, Akira 2000, Schroder, Hertzog et al. 2004). Des Weiteren stimuliert IL-18 die
Zytotoxizitat von NK-Zellen und die Proliferation von Thl-Zellen sowie die Produktion
von TNF-. G XUFK EHLGHBarbu@<e) Bastker@t al. 1998, Puren, Fantuzzi et
al. 1998, Dinarello 1999, Akira 2000).

Ein Infektionsmodell mit IL-18-defizienten Mausen zeigte, dass IL-18 eine wichtige
Rolle fir die Produktion von IFN-Jund damit fir die Kontrolle einer Infektion mit
Mykobakterien spielt und das Fehlen von IL-18 bei diesen Mausen nicht durch
Hochregulation von IL-12 kompensiert wird (Sugawara, Yamada et al. 1999).

22.7.4 TNF-.

TNF- . wird im Wesentlichen von aktivierten Makrophagen und Lymphozyten produ-
ziert, kann aber von unterschiedlichsten anderen Zellen gebildet werden (Vilcek and
Lee 1991, Sedgwick, Riminton et al. 2000). Viele Wirkungen von TNF- Dstimmen mit
denen von IFN-J uberein, mit dem es teilweise synergistisch wirkt (Drapier,
Wietzerbin et al. 1988, Hughes, Kaspar et al. 1988, Siebenlist, Franzoso et al. 1994,
Boehm, Klamp et al. 1997). Dartber hinaus induziert TNF- Dwie IL-12 die IFN-J
Produktion durch NK-Zellen und Makrophagen. Auf letztere wirken auch TNF-. und
IL-12 synergistisch (Tripp, Wolf et al. 1993, Munder, Mallo et al. 1998).

Bei einer murinen Makrophagen-Zelllinie steigerte eine Vorbehandlung mit TNF- . die
Effizienz der Phagozytose von MAP (Stabel 1995). Die T-Zell-Antwort auf mykobak-
terielle Antigene war bei TNF- .-defizienten Mausen im Vergleich mit dem Wildtyp
unbeeinflusst. Die Infektion mit M. tuberculosis konnte jedoch aufgrund mangelhafter
Granulombildung nicht begrenzt werden, sodass extensive Nekrosen entstanden, wo
sich beim Wildtyp gut umschriebene Granulome finden lieRen (Bean, Roach et al.
1999). Da auch andere Studien zu ahnlichen Ergebnissen kamen, wird angenom-
men, dass TNF- Dflr die Granulombildung bzw. Ausbildung von granulomatésen
Prozessen und somit fir die Eindammung der Ausbreitung von mykobakteriellen
Infektionen essentiell ist (Benini, Ehlers et al. 1999, Ehlers, Benini et al. 1999,

Saunders and Cooper 2000).
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2.2.7.5 IL-10

IL-10 wird u.a. von Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und CD4* sowie
CD8* Zellen produziert (de Waal Malefyt, Abrams et al. 1991, Moore, de Waal
Malefyt et al. 2001, Kamanaka, Kim et al. 2006, Couper, Blount et al. 2008). Es ist
ein friher Regulator der zellularen Immunantwort, der aufgrund von engeren
Kontakten von Zellen der zellularen Immunantwort v.a. lokal in den Entztindungs-
herden seine Wirkung entfaltet (Coussens 2004). Die inhibierende Wirkung von IL-10
auf die Aktivierung und Proliferation von Makrophagen ist direkt vermittelt. Die
Proliferation von Thl1-Zellen hingegen wird sowohl auf direktem als auch auf
indirektem Wege (z.B. durch verminderte Induktion durch Makrophagen) gehemmt
(Macatonia, 1993; 2 1) D U U H O pss, 2000). Die Produktion von pro-inflammato-
risch wirksamen Zytokinen in Makrophagen und Thl-Zellen wird ebenfalls direkt und
indirekt durch IL-10 inhibiert (de Waal Malefyt, Abrams et al. 1991, Fiorentino, Zlotnik
et al. 1991, D'Andrea, Aste-Amezaga et al. 1993, Joss, Akdis et al. 2000, Couper,
Blount et al. 2008).

Ex vivo mit MAP stimulierte mononukleare Zellen des peripheren Blutes, engl.
peripheral blood mononuclear cells (PBMC), erreichten bereits nach zwei- bzw.
achtstindiger Stimulation Hochstwerte in der IFN- JExpression, wahrend der Gipfel
der IL-10-Expression nach 18 Stunden erreicht wurde (Coussens 2004). Die regula-
torische Wirkung von IL-10 setzt damit zeitversetzt zu der pro-inflammatorischen
Wirkung von IFN-J ein. So minimiert IL-10 Gewebsschaden durch ausufernde
Entzindungsreaktionen. Allerdings tragt die Inhibition der zellvermittelten Immun-
antwort zum Kontrollverlust tGber die MAP-Infektion bei. Infektionsversuche mit
Mausen und verschiedenen Stammen von M. bovis bzw. M. avium haben gezeigt,
dass eine fehlende Expression von IL-10 bzw. Neutralisation von IL-10 mit
spezifischen Antikdrpern zu einer vergleichsweise niedrigeren Bakterienlast in
Organproben von z.B. der Milz und Leber flhrt (Bermudez and Champsi 1993, Denis
and Ghadirian 1993, Murray and Young 1999, Roque, Nobrega et al. 2007).

2.2.7.6 TGF-

Aktivierte Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten
produzieren TGF- HV NDQQ DEHU TbhrohtbKzytBrX Weigesetzt werden
(Assoian, Komoriya et al. 1983, Kehrl, Wakefield et al. 1986, Assoian, Fleurdelys et
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al. 1987, Grotendorst, Smale et al. 1989). TGF- ist sowohl pro- als auch anti-
inflammatorisch wirksam (Ruscetti and Palladino 1991, Wahl 1992). Zu Beginn einer
Entzindungsreaktion unterstitzt TGF- maligeblich die zellulare Immunantwort,
indem es per Chemotaxis Monozyten, neutrophile Granulozyten und T-Zellen an den
Ort des Geschehens lockt und die Phagozytose fordert (Wahl, Hunt et al. 1987,
Welch, Wong et al. 1990, Adams, Hathaway et al. 1991, Brandes, Mai et al. 1991,
Reibman, Meixler et al. 1991). Auf differenzierte, aktivierte Lymphozyten wirkt TGF-
allerdings nicht mehr aktivierend, sondern regulierend, indem es die Proliferation
hemmt (Kehrl, Wakefield et al. 1986, Wahl, Hunt et al. 1988, Christ, McCartney-
Francis et al. 1994). Auch die Aktivitat von bereits aktivierten Makrophagen und
NK-Zellen wird durch TGF- nicht weiter geférdert, da die Zellen in diesem Zustand
die Anzahl der TGF- ERezeptoren herunter regulieren (Rook, Kehrl et al. 1986,
Tsunawaki, Sporn et al. 1988, Wahl, McCartney-Francis et al. 1990). Es konnte
gezeigt werden, dass TGF- @ Produktion und Wirkung von IFN-J TNF- . und IL-12
mindert (Espevik, Figari et al. 1987, Tsunawaki, Sporn et al. 1988, Schmitt, Hoehn et
al. 1994, Boehm, Klamp et al. 1997).

Hirsch, Yoneda et al. (1994) fanden in einem ex vivo Versuch, dass eine Neutralisa-
tionvon TGF- GDV LQWUD]HO O X O | WMHtubéréulosisnmxhRmarieiQMono-
zyten reduziert. Demzufolge ist die Produktion von TGF- Enicht férderlich fir die Eli-

mination von MAP und tragt zum Kontrollverlust Gber mykobakterielle Infektionen bei.

2.3 Diagnostik der Paratuberkulose mittels direktem Erregernachweis

Da vom lebenden Tier zwar Kot-, aber ohne Schadigung der Tiere sowie erheblichen
Aufwand keine Organproben gewonnen werden kénnen, ist intra vitam die Sensitivi-
tat der direkten Nachweismethoden abhangig von der MAP-Ausscheidung. Vor allem
in den ersten sechs Lebensmonaten der Tiere, in denen kaum MAP ausgeschieden
wird (vgl. 2.2.5), haben diese Methoden eine sehr geringe Sensitivitat. Auch in spate-
ren Infektionsstadien sind oftmals Mehrfachtestungen nétig, um bei intermittierender
oder geringer Ausscheidung von MAP alle infizierten Tiere zu erkennen (Whitlock,
Wells et al. 2000, Nielsen and Ersboll 2006).

231 Nachweis von MAP mit Hilfe kultureller Anzucht

Obwohl MAP sich im Wirtstier vor allem intrazellular vermehrt, ist die zellfreie
kulturelle Anzucht auf bestimmten Nahrmedien mdglich. Das Wachstumsverhalten
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hinsichtlich Mykobaktinabhangigkeit und Wachstumsgeschwindigkeit sowie die
Morphologie von Kolonien und Bakterien und das Farbeverhalten in der Ziehl-
Neelsen-Farbung geben dabei Hinweise darauf, ob es sich um MAP handeln kdnnte
(Glanemann, Hoelzle et al. 2004, Douarre, Cashman et al. 2010, Gilardoni, Paolicchi
et al. 2012). Letztlich muss zu einer sicheren ldentifizierung der Mykobakterien-
spezies der sehr langwierigen kulturellen Anzucht noch eine Polymerase-Ketten-
Reaktion, engl. polymerase chain reaction (PCR), angeschlossen werden. Bis mit
bloRem Auge sichtbare Kolonien entstehen, kénnen vier, bei bestimmten Stammen
sogar bis zu acht Monate vergehen (Collins, Stephens et al. 1993, de Juan, Alvarez
et al. 2006, Sevilla, Garrido et al. 2007). Kontaminationen der Kulturmedien mit
Bakterien oder Pilzen kdnnen trotz vorgeschalteter Dekontaminationsschritte vorkom-
men und die Auswertung verhindern (Collins, Stephens et al. 1993, Kalis, Hesselink
et al. 1999, Glanemann, Hoelzle et al. 2004, Nielsen, Kolmos et al. 2004, de Juan,
Alvarez et al. 2006, Sevilla, Garrido et al. 2007).

Aufgrund seiner Spezifitat von 100 % gilt der durch die kulturelle Anzucht erbrachte,
direkte Nachweis von vermehrungsfahigen MAP aus Organ- oder Kotproben nach
wie vor als Goldstandard (Crossley, Zagmutt-Vergara et al. 2005, Douarre, Cashman
et al. 2010, Gilardoni, Paolicchi et al. 2012). Bei der Verwendung als Goldstandard ist
allerdings die eingeschréankte Sensitivitat zu berticksichtigen (Clark, Koziczkowski et
al. 2008, Norton, Johnson et al. 2010, Timms, Gehringer et al. 2011).

So wurden fir den Nachweis von MAP aus Kotproben von klinisch inapparent
infizierten Rindern je nach Studie variable Sensitivitaten von 20 bis 73,8 % angege-
ben (McNab, Meek et al. 1991, Sockett, Carr et al. 1992, Whitlock, Wells et al. 2000,
Nielsen, Gronbaek et al. 2002, Nielsen and Toft 2008). Nielsen, Gronbaek et al.
(2002) betonten, dass die Sensitivitat stark vom Infektionsstatus der untersuchten
Population abhangig sei. Fir den kulturellen Nachweis von MAP aus Kotproben von
klinisch unauffélligen Schafen und Ziegen ermittelten Kostoulas, Leontides et al.
(2006) Sensitivitdten von lediglich 16 bzw. 8 %. Andere Studien mit natirlich
MAP-infizierten Ziegen zeigten jedoch, dass in diversen Herden 10,6 bis 40 % der
klinisch unauffalligen Tiere mittels Kultur als MAP-infiziert erkannt wurden (Salgado,
Kruze et al. 2007, Florou, Leontides et al. 2009, Lybeck, Storset et al. 2010).

Bei klinisch apparent infizierten Rindern zeigte die kulturelle Anzucht aus Kotproben

eine Sensitivitdt von 70 % (Nielsen and Toft 2008). Der Nachweis gelang bei Ziegen
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mit klinisch apparenter Infektion bei 40 % der Tiere mit paucibazillarer Form und bei

84,6 % derer, die die multibazillare Form aufwiesen (Tripathi, Periasamy et al. 2006).

Die Sensitivitdit des MAP-Nachweises mittels kultureller Anzucht ist also auch
abhéngig von der Tierart. Mdglicherweise ist dies bedingt durch die schwierigere
kulturelle Anzucht des MAP Typ | bzw. seine grolRere Empfindlichkeit gegentuber
Dekontaminationsschritten. Der MAP Typ | ist namlich vor allem bei kleinen
Wiederkauern zu finden (Collins, Gabric et al. 1990, Juste, Marco et al. 1991,
Whittington, Marsh et al. 1999, Kostoulas, Leontides et al. 2006).

Radiometrische Methoden kénnen den kulturellen Nachweis von MAP noch sensi-
tiver gestalten und die Untersuchungszeit verkirzen (Collins, Kenefick et al. 1990,
Damato and Collins 1990, Eamens, Whittington et al. 2000). Hierbei kommen
radioisotop-markierte Stoffe zum Einsatz, die die metabolische Aktivitat von MAP
anzeigen, bevor sichtbare Kolonien entstehen. Jedoch findet diese Methode aus

Strahlenschutzgriinden kaum mehr Verwendung.

2.3.2 Nachweis von MAP-spezifischen Gensequenzen

Eine sichere Bestimmung als MAP ist moglich durch eine PCR, die durch Amplifika-
tion selbst geringe Mengen einer fir MAP spezifischen Gensequenz detektierbar
macht. Im nationalen Referenzlabor fir Paratuberkulose am Friedrich-Loeffler-Institut
Jena wird zu diesem Zweck derzeit die MAP-spezifische Insertionssequenz (IS) 900
als Zielsequenz verwendet (Collins, Gabric et al. 1989, Green, Tizard et al. 1989,
Englund, Ballagi-Pordany et al. 1999). Die PCR kann der Kultur nachgeschaltet oder
direkt mit Extrakten von Organ- oder Kotproben durchgefihrt werden.

Wie beim kulturellen Nachweis von MAP wurde auch fir den Nachweis mittels PCR-
Untersuchung in mehreren Studien eine Spezifitdt von 100 % ermittelt (Stabel and
Bannantine 2005, Schonenbrucher, Abdulmawjood et al. 2008, Imirzalioglu, Dahmen
et al. 2011). Aber nur bei Durchfihrung dieser mit Koloniematerial aus der Kultur ist

sichergestellt, dass lebende, vermehrungsfahige MAP nachgewiesen werden.

Mit geeigneten PCR-Systemen ist in 93 bis 100 % der mittels kultureller Anzucht als
MAP-positiv ermittelten Kotproben ebenfalls MAP nachweisbar (Fang, Wu et al.
2002, Christopher-Hennings, Dammen et al. 2003, Schonenbrucher, Abdulmawjood
et al. 2008). Der Nachweis via PCR kann sogar sensitiver sein als der Nachweis mit

Hilfe der kulturellen Anzucht (Vansnick, de Rijk et al. 2007, Salgado, Steuer et al.
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2013). Jedoch hangt bei der Verwendung von Kot als Probenmaterial die Sensitivitat
der PCR wie die der kulturellen Anzucht von der Hohe der MAP-Ausscheidung zum
Zeitpunkt der Probenahme ab. Die Sensitivitat der PCR ist darliber hinaus abh&angig
von dem Erfolg der DNA-Extraktion bzw. der Beseitigung der die Reaktion stérenden
Substanzen (Monteiro, Bonnemaison et al. 1997, Thornton and Passen 2004,
Schonenbrucher, Abdulmawjood et al. 2008).

Die PCR ist, wenn auch nicht der Goldstandard, aus praktischen Griinden oftmals die
Methode der Wahl. Wahrend die kulturelle Anzucht mehrere Wochen benétigt, liefert
die PCR je nach DNA-Extraktionsmethode innerhalb weniger Tage ein Ergebnis
(Imirzalioglu, Dahmen et al. 2011, Salgado, Steuer et al. 2013, Plain, Marsh et al.
2014). Neue, effizientere Methoden der DNA-Extraktion kdnnten dazu beitragen, die
Sensitivitat der PCR zu erh6hen (Singh, Singh et al. 2008, Logar, Kopinc et al. 2012).

2.4 Diagnostik der Paratuberkulose mittels indirektem Erregernachweis

Beim indirekten Erregernachweis wird nicht der Erreger selbst, sondern die Reaktion
des Immunsystems auf den Erreger nachgewiesen. Dabei kann sowohl die humorale
als auch die zellulare Immunantwort Ziel der Untersuchung sein. Bei ersterer werden
erreger-spezifische Antikérper in Blut- oder Milchproben detektiert, bei letzterem das
Vorhandensein von erreger-spezifischen T-Effektor- und T-Gedachtniszellen. Daher
ist die Sensitivitat dieser Nachweise abhangig vom Zeitpunkt des Einsetzens und der

Bestandigkeit der jeweiligen Immunreaktion.

2.4.1 Nachweis von MAP-spezifischen Antikorpern

Die Sensitivitdt des Antikérper-Nachweises ist abhangig von der Serokonversion der
Tiere, welche nur selten bei Tieren in einem Alter von unter zwei Jahren nachge-
wiesen wurde (Nielsen and Toft 2006, Robbe-Austerman, Gardner et al. 2006,
Lybeck, Storset et al. 2010). Mehrere Studien zum Nachweis von MAP-spezifischen
Antikorpern haben gezeigt, dass Jungtiere mit héherer Wahrscheinlichkeit falsch-
negativ befundet werden als altere Tiere (Muskens, Mars et al. 2003, Nielsen and
Toft 2006, Robbe-Austerman, Gardner et al. 2006, Nielsen, Toft et al. 2013). Altere,
mit MAP infizierte Tiere weisen jedoch ebenfalls nicht immer nachweisbare Anti-
korpertiter auf. Diese eingeschrankte Sensitivitat serologischer Tests muss bei der

Interpretation der Ergebnisse bzw. schon bei der Wahl des Tests beachtet werden.
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24.1.1 Antikorper-ELISA

Derzeit sind funf kommerziell erhaltliche ELISA-Systeme (engl. enzyme linked
immunosorbent assay, zu Deutsch: Kurzbezeichnung eines antikdrperbasierten
Nachweisverfahrens) in Deutschland zur Untersuchung von Seren und Milchproben
zugelassen. Bei den meisten sind Mikrotiterplatten mit Antigenen beschichtet, welche
MAP-spezifische Antikdrper aus darauf geschichteten Seren oder Milchproben
binden. Die Menge an gebundenen Antikérpern wird mit Hilfe von gegen diese
gerichteten Antikdrpern detektiert: Ein Enzym, das an diese Detektions-Antikorper
gekoppelt ist, verursacht nach Zugabe eines geeigneten Substrats eine Farbreaktion,
die mittels Photometer quantifiziert werden kann. Die in einer Vertiefung gemessene
optische Dichte (OD) ist schlie3lich proportional zur Menge des darin gebundenen

MAP-spezifischen Antikorpers.

Der Antikorper-ELISA mit Vorabsorption hat unter den derzeit fir MAP etablierten
indirekten Nachweissystemen die hdchste Spezifitat. Durch Zugabe von M. phlei-
Antigenen zu den Seren kénnen kreuzreaktive Antikorper im Vorfeld der Untersu-
chung absorbiert werden (Yokomizo, Yugi et al. 1985, Scott, Bannantine et al. 2010).
Ohne diese Vorabsorption kann ein vorheriger Kontakt der Tiere zu in der Umwelt
vorkommenden Mykobakterien zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren und die Spezi-
fitat des Tests senken (Yokomizo, Yugi et al. 1985, Osterstock, Fosgate et al. 2007,
Scott, Bannantine et al. 2010). Fur verschiedene ELISA-Systeme mit Vorinkubation
wurden unabhangig von der Verwendung von Serum oder Milch als Probenmaterial
in Studien mit Rindern, Schafen und Ziegen Spezifitaten zwischen 93 und 100 %
ermittelt (Milner, Mack et al. 1990, Whitlock, Wells et al. 2000, Munjal, Boehmer et al.
2004, Gumber, Eamens et al. 2006, van Weering, van Schaik et al. 2007, Singh,
Singh et al. 2009, Nielsen, Toft et al. 2013, Angelidou, Kostoulas et al. 2014).

Die Sensitivitat des Tests ist stark abhangig vom Infektionsstadium. Bei Studien mit
klinisch inapparent infizierten Rindern, die keine oder nur geringe Mengen an MAP
ausscheiden (fir Schafe und Ziegen liegen keine entsprechenden Untersuchungen
vor), lag die Sensitivitat des Antikdrper-ELISA mit Serumproben lediglich bei 15 bis
47,8 % (Sockett, Conrad et al. 1992, Sweeney, Whitlock et al. 1995, Whitlock, Wells
et al. 2000). Da diese Tiergruppe typischerweise ca. 70 % der infizierten Tiere in
einer Herde ausmacht (Whitlock, Wells et al. 2000), ist die allgemeine Sensitivitat

nicht zu hoch einzuschatzen und wurde in verschiedenen Studien mit 32 bis 58,8 %
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fur Rinder und mit 21,9 bis 44 % fur Schafe angegeben (Sockett, Conrad et al. 1992,
Sweeney, Whitlock et al. 1995, Sergeant, Marshall et al. 2003, Nielsen and Toft
2008). Bei MAP-infizierten Ziegen zeigte sich der Serumantikorper-ELISA weitaus
sensitiver als bei anderen Wiederkauerspezies. Es wurden hier allgemeine
Sensitivitdten von 63 bis 74,3 % ermittelt (Gumber, Eamens et al. 2006, Kostoulas,
Leontides et al. 2006, Salgado, Kruze et al. 2007).

Bei der Testung von Seren klinisch apparent infizierter Tiere hingegen wurden durch-
weg hohere Sensitivitaten ermittelt: Wahrend in verschiedenen Studien bei Rindern
die Sensitivitat des Serumantikorper-ELISA 50 bis 87 % betrug, wurden bei Schafen
und Ziegen Sensitivitaten von 36 bis 85 % bzw. von 82 bis 100 % ermittelt (Milner,
Mack et al. 1990, Whitlock, Wells et al. 2000, Nielsen and Toft 2008). Der Nutzen
eines so spat im Infektionsverlauf gewonnenen Befundes ist jedoch relativ begrenzt.
Bei Verwendung von Milch als Probenmaterial ermittelten unterschiedliche Studien,
die keine besonderen Angaben in Bezug auf das Krankheitsstadium der Tiere
machten, Sensitivitditen des Antikorper-ELISA von 21 bis 82 % (Nielsen and Toft
2008, Angelidou, Kostoulas et al. 2014).

2.4.1.2 Sonstige Methoden zum Nachweis von spezifisc ~ hen Antikdrpern

Andere serologische Methoden wie die Komplement-Bindungs-Reaktion oder der
Agar-Gel-Immunodiffusionstest weisen in der Paratuberkulosediagnostik im Vergleich
zum Antikorper-ELISA oftmals eine geringere Spezifitdt und Sensitivitat auf (Ferreira,
Fonseca et al. 2002, Tripathi, Periasamy et al. 2006, Ikonomopoulos, Balaskas et al.
2007, Timms, Gehringer et al. 2011). Sie sind deshalb nicht mehr zeitgemaf und

finden kaum noch Anwendung.

2.4.2 Nachweis der zellvermittelten Immunantwort auf MAP

Wenn die zellvermittelte Immunantwort auf MAP nachgewiesen werden soll, sind so-
wohl pro- als auch anti-inflammatorisch agierende, fir MAP-Antigene sensibilisierte
Immunzellen das Ziel. Bei mit MAP infizierten Tieren kommen diese nicht nur im mit
MAP infiltrierten Gewebe, sondern auch im peripheren Blutkreislauf zirkulierend vor
(de Lisle and Duncan 1981, Stabel 1996, Bassey and Collins 1997, Coussens 2004).
Daher kann die zellulare Immunantwort auf MAP nicht nur im infizierten Gewebe,
sondern auch in der Peripherie nachgewiesen werden. Dies macht man sich beim

Intrakutantest, aber auch beim IFN-JTest zu Nutze. Bei beiden Tests wird die
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Reaktion zirkulierender Thl-Effektor- und entsprechender T-Gedachtniszellen auf
eine Restimulation mit MAP-Antigenen detektiert (Burrells, Clarke et al. 1999,
Waters, Miller et al. 2003, Koo, Park et al. 2004, Stabel, Kimura et al. 2007).

Analog zu dem fur den Nachweis der Tuberkulose verwendeten Antigengemisch,
Tuberkulin, wurde fur die Paratuberkulosediagnostik Johnin, engl. johnin purified
protein derivative (JPPD), aus Proteinen von MAP-Kulturen hergestellt (Steadham,
Martin et al. 2002, Wynne, Shiell et al. 2012). In manchen Studien werden aber auch
Vollzellantigene aus mit Ultraschall behandelten MAP-Kulturen zur Restimulation
verwendet (Stabel 1996, Steadham, Martin et al. 2002, Robbe-Austerman, Stabel et
al. 2006, Wynne, Shiell et al. 2012). Aus beiden Methoden gehen Proteingemische
hervor, die nicht ausschliel3lich MAP-spezifische Antigene enthalten (vgl. 2.1.1;
Wynne, Shiell et al. 2012). Reaktionen auf nicht MAP-spezifische Bestandteile dieser
Stimulantien von Tieren, die mit anderen Mykobakterienspezies Kontakt hatten,
kénnen daher die Spezifitat des Tests einschranken (Chiodini, Van Kruiningen et al.
1984, Gilot, De Kesel et al. 1992, Gilot and Cocito 1993). Auch sind Unterschiede
zwischen verschiedenen Chargen bekannt, die sich auf die Ergebnisse der Tests
auswirken kénnen (Kalis, Collins et al. 2003, Robbe-Austerman, Gardner et al. 2006).
Es ist allerdings bisher kein MAP-spezifisches Antigen bekannt, das mit seiner
Potenz, die IFN- JFreisetzung von T-Zellen zu stimulieren, die Verwendung von
JPPD oder anderen Vollzellantigenen ablésen konnte (vgl. 2.4.2.3). Daher wird bei
experimentellen Ansatzen zur Restimulation fir den Intrakutantest oder IFN- 3Test
nach wie vor hauptsachlich JPPD verwendet. Das Gefligeltuberkulin, engl. avian
purified protein derivative (APPD), welches in der Tuberkulosediagnostik als Spezifi-
tatskontrolle eingesetzt wird, wird dabei ebenfalls haufig zum Vergleich eingesetzt
(Kormendy 1988, Jungersen, Huda et al. 2002, Wynne, Shiell et al. 2012). APPD
wird analog zum JPPD aus dem zu MAP weitgehend homologen Stamm D4 von
M. avium gewonnen (Gilot and Cocito 1993, Borsuk, Newcombe et al. 2009, Wynne,
Shiell et al. 2012).

Sowohl fur den Intrakutantest als auch flr den IFN- JTest gilt, dass ihre Spezifitat
stark von der in der Studie verwendeten Kontrollgruppe abhangt. Kreuzreaktionen
und damit einhergehende falsch-positive Ergebnisse konnen nicht nur auftreten,
wenn das Tier Kontakt mit einer verwandten Mykobakterienspezies hatte, sondern
auch, wenn es gegen M. bovis oder MAP geimpft wurde (Kohler, Gyra et al. 2001,
Jungersen, Huda et al. 2002, Storset, Berg et al. 2005). Es kdonnen allerdings auch
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mit MAP infizierte aber nicht als solche erkannte Tiere falschlicherweise nach
Anwendung des IFN- JdTest als falsch-positiv deklariert werden, wenn das Kriterium
zur Feststellung des Infektionsstatus zum Zeitpunkt der Untersuchung keine
ausreichende Sensitivitdt aufweist (Robbe-Austerman, Stabel et al. 2006). Fur die
nachfolgenden Darstellungen wurden daher solche Studien herangezogen, in denen
besonderes Augenmerk auf die MAP-Freiheit der nicht gegen Mykobakterien

geimpften Kontrollgruppe gelegt wurde.

2421 Intrakutantest

In experimentellen Ansatzen wird ein fir die Paratuberkulose adaptierter Intrakutan-
test verwendet. Ziel ist es, die Reaktion sensibilisierter T-Zellen auf das subkutan
verabreichte JPPD im Vergleich zur Reaktion auf APPD in vivo darzustellen. Obwohl
dabei keine Labormethoden zum Einsatz kommen, ist der Test dennoch mit hohem
Aufwand verbunden. Nach subkutaner Applikation der Antigene muss die Hautdicke
an den Injektionsstellen zweimal von geschultem Personal gemessen werden. Die
Zunahme der Hautdicke, gemessen direkt im Anschluss an die Injektion bzw. 24 bis
72 Stunden danach, gibt Aufschluss uber die zellulare Immunantwort auf die
injizierten Antigene. Je nach Studie wird eine Zunahme der Hautdicke von mehr als
3 mm bzw. mehr als 5 mm als positive Reaktion betrachtet (de Lisle, Seguin et al.
1980, Chiodini, Van Kruiningen et al. 1984).

Fir den Intrakutantest wurden in verschiedenen Studien zum Nachweis der Paratu-
berkulose bei Rindern, Schafen und Ziegen Spezifitditen von 91,5 bis 100 % ermittelt
(Perez, Tellechea et al. 1999, Kalis, Collins et al. 2003, Storset, Berg et al. 2005,
Antognoli, Hirst et al. 2007).

Mit Hilfe des Intrakutantests konnten in naturlich infizierten Herden bereits ab einem
Alter von zwei Monaten bzw. ab sechs Wochen nach experimenteller Infektion erste
positive Ergebnisse erbracht werden (Reddacliff and Whittington 2003, Antognoli,
Hirst et al. 2007). Allerdings haben bisher nur wenige Studien eine Sensitivitat fur
diesen Test ermittelt. Dies ist vermutlich der Tatsache geschuldet, dass bei positiven
Ergebnissen in Jungtieren mangels geeigneter Tests der wahre Infektionsstatus
schwer festzustellen ist (Kalis, Collins et al. 2003). Bei mindestens zwd6lf Monate
alten Schafen wurden in zwei Studien Sensitivitdten von 55,6 bzw. 73,3 % ermittelt
(Perez, Tellechea et al. 1999, Robbe-Austerman, Stabel et al. 2006). In einer Studie
mit naturlich infizierten, zwei bis acht Monate alten Kalbern erbrachte der Intrakutan-
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test hingegen lediglich bei 3,7 bis 11 % der Tiere ein positives Ergebnis (Antognoli,
Hirst et al. 2007). FiUr adulte Rinder konnten jedoch insbesondere bei klinisch
inapparent infizierten Tieren deutliche Reaktionen gezeigt werden (Stabel, Kimura et
al. 2007). Tripathi, Periasamy et al. (2006) wandten den Intrakutantest in einer
Gruppe Klinisch und histopathologisch erkennbar mit MAP infizierter Ziegen an und
ermittelten eine Sensitivitat von 73,5 %. Anders als bei anderen diagnostischen Tests
zeigte sich dabei der Intrakutantest bei den Ziegen mit paucibazillaren Lasionen im
Darm sensitiver (88,8 %) als bei denen mit multibazillaren Lasionen (68 %). Auch bei
experimentell infizierten Schafen wurden besonders starke Reaktionen auf den Intra-
kutantest bei Tieren gefunden, die vergleichsweise wenige MAP in den Organproben
aufwiesen (Gilmour, Angus et al. 1977).

Es sollte beachtet werden, dass die beim Intrakutantest vorgenommene Injektion
mykobakterieller Antigene die Reaktion auf nachfolgende IFN- JTests beeinflussen
kann. So zeigten sich die Ergebnisse im IFN- 3Test bei klinisch inapparent infizierten
Rindern bis zu drei Wochen nach einem Intrakutantest signifikant erhdht (Stabel,
Kimura et al. 2007). Robbe-Austerman, Stabel et al. (2007) hielten jedoch fest, dass
ein positives Ergebnis im IFN- 3Test nicht durch Exposition mit Antigenen, sondern
nur nach Kontakt mit lebenden MAP erreicht wird. Studien, die den Einfluss des Intra-
kutantests auf einen nachfolgenden IFN- 3Test zum Nachweis der Rindertuberkulose
beschrieben, kamen zu widersprichlichen Ergebnissen (Rothel, Jones et al. 1992,
Whipple, Palmer et al. 2001, Gormley, Doyle et al. 2004).

24.2.2 IFN- JTest

Zum Nachweis der Rindertuberkulose wird der IFN- 3Test, der die Freisetzung von
IFN- J nach spezifischer Restimulation der Immunzellen in vitro detektiert, bereits
erfolgreich angewendet (Wood, Corner et al. 1991, Rothel, Jones et al. 1992,
Antognoli, Remmenga et al. 2011). In der Paratuberkuloseforschung findet eine fur
diesen Zweck adaptierte Form des IFN- dTests bereits experimentell Verwendung,
wenngleich die Interpretation der Ergebnisse variiert (Billman-Jacobe, Carrigan et al.
1992, Stabel 1996, Perez, Tellechea et al. 1999, Jungersen, Huda et al. 2002,
Storset, Berg et al. 2005).

Da beim IFN- JTest die Restimulation der T-Effektor- und T-Gedachtniszellen ex vivo

vorgenommen wird, beschrankt sich die Manipulation am Tier auf eine Blutentnahme.
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So erfolgt keine Beeinflussung des Immunsystems der Tiere durch Antigen-Injektion
und objektivierbare Testkriterien kénnen leichter etabliert werden. Die Art und Menge
der von den Immunzellen ohne bzw. nach Restimulation mit MAP-Antigen produ-
zierten Zytokine lasst Ruckschlisse auf den Funktionszustand der Zellen zu. Die
IFN- JFreisetzung durch Antigen-stimulierte Lymphozyten des peripheren Blutes
korreliert mit der Anzahl der im Blut zirkulierenden, antigen-spezifisch aktivierten
T-Zellen, kann dabei aber sensitiver sein als Tests, die diese anhand der Proliferation
von Lymphozyten darstellen (Burrells, Inglis et al. 1995, Bassey and Collins 1997).

Bei Anwendung des IFN-JTests mit JPPD als Stimulans wurden bei Rindern,
Schafen und Ziegen Spezifitaten von 93,6 bis 99 % ermittelt (Billman-Jacobe,
Carrigan et al. 1992, Perez, Tellechea et al. 1999, Jungersen, Huda et al. 2002,
Kalis, Collins et al. 2003, Huda, Jungersen et al. 2004, Robbe-Austerman, Stabel et
al. 2006, Lybeck, Storset et al. 2010). Bei Jungtieren sind allerdings unspezifische
Reaktionen beschrieben, die falsch-positive Ergebnisse des Tests verursachen
kénnen (McDonald, Ridge et al. 1999, Olsen and Storset 2001, Jungersen, Huda et
al. 2002, Huda, Lind et al. 2003). Antognoli, Hirst et al. (2007) gaben z.B. fur Kalber

im Alter von zwei Monaten lediglich eine Spezifitat von 63,9 % an.

Bei adulten, natirlich und klinisch inapparent infizierten Rindern und Schafen wurden
fur den IFN-JTest Sensitivitaten zwischen 50 und 93,3 % berechnet (Billman-
Jacobe, Carrigan et al. 1992, Perez, Tellechea et al. 1999, Huda, Jungersen et al.
2004, Robbe-Austerman, Stabel et al. 2006, Antognoli, Hirst et al. 2007). Klinisch
apparent infizierte Rinder wurden mit einer Sensitivitat von 100 % als MAP-infiziert
erkannt (Billman-Jacobe, Carrigan et al. 1992). Aber auch bei klinisch inapparent
infizierten Schafen mit paucibazillarer Form der Paratuberkulose ergaben sich Sensi-
tivitaiten von 87,5 bis 100% (Perez, Tellechea et al. 1999). Antognoli, Hirst et al.
(2007) beschrieben bei nattrlich infizierten Kalbern die ersten positiven Ergebnisse
ab einem Alter von zwei Monaten. Bereits zwei bis elf Wochen nach experimenteller
Infektion konnten positive Ergebnisse im IFN- 3Test festgestellt werden (Gwozdz,
Thompson et al. 2000, Storset, Hasvold et al. 2001, Reddacliff and Whittington 2003,
Begg, O'Brien et al. 2005).
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2.4.2.3 Modifikationen des IFN- JTests

Um die Spezifitdt des IFN- 3Tests zu steigern, ist es notig, die bisher zur Stimulation
verwendeten, nicht ausschlie3lich MAP-spezifische Bestandteile beinhaltenden
Antigengemische durch ein MAP-spezifisches Stimulans zu ersetzen (Jungersen,
Huda et al. 2002, Manning, Steinberg et al. 2003). Ob ein MAP-spezifisches Stimu-
lans jedoch auch die vermehrt bei Jungtieren vorkommenden Reaktionen nicht infi-
zierter Tiere (McDonald, Ridge et al. 1999, Olsen and Storset 2001, Hope, Sopp et
al. 2002, Huda, Lind et al. 2003) reduzieren wurde, ist noch fraglich. Aus der Studie
von (Olsen and Storset 2001) ging jedenfalls hervor, dass naive Kalber unspezifische
Reaktionen auf mykobakterielle Antigene zeigen, bei der mdglicherweise NK-Zellen
eine wesentliche Rolle spielen. Diese unspezifischen Reaktionen kdnnten allerdings
ebenfalls bei MAP-spezifischen Proteinen auftreten, sofern diese Zellen des
angeborenen Immunsystems aktivieren. Moglicherweise sind daher mit einem
MAP-spezifischen Stimulans nur solche falsch-positiven Ergebnisse zu eliminieren,
die durch Kreuzreaktionen und somit durch vorherigen Kontakt zu anderen Mykobak-

terien bedingt sind.

Verschiedene Studien wiesen bei infizierten Tieren eine erhOhte Freisetzung von
IFN- Jnach Stimulation von Blutproben bzw. PBMC mit einzelnen MAP-Proteinen
nach (Olsen and Storset 2001, Shin, Chang et al. 2005, Mikkelsen, Aagaard et al.
2011, Gurung, Begg et al. 2014). Mikkelsen, Aagaard et al. (2011) gaben dabei an,
dass es fur drei der in ihrer Studie untersuchten Antigene keine Homologie in
M. avium subsp. avium oder M. bovis gibt. Die Mehrzahl der in &hnlichen Studien
verwendeten MAP-Proteine sind jedoch durch die enge Verwandtschaft mehrerer
mykobakterieller Spezies und Subspezies nicht als MAP-spezifisch anzusehen
(Mikkelsen, Aagaard et al. 2011). Santema, Overdijk et al. (2009) untersuchten mit
MAP 1718c ein MAP-spezifisches Protein und mit MAP 3515c eines, das in MAP
starker als in M. avium subsp. avium exprimiert wird. Beide rekombinanten Proteine
zeigten weder beim Einsatz im Antikérper-ELISA noch im Lymphozytenstimulations-

test diagnostisches Potential.

In der hier vorliegenden Studie wurden vier rekombinante MAP-spezifische Proteine
eingesetzt, deren antigene Eigenschaften sich in vorherigen Untersuchungen erwie-
sen haben. Hughes, Bannantine et al. (2008) verglichen mittels 2-D Gelelektropho-

rese das Protein-Profil von MAP mit dem von M. avium subsp. avium. Dabei konnten
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32 Proteine bei MAP identifiziert werden, die bei M. avium subsp. avium nicht oder
sehr viel geringer exprimiert werden, darunter MAP 1365!, MAP 0268c! und
MAP 3651c!. Die rekombinant hergestellten Proteine MAP 1365 und MAP 0268c
wurden im ELISA und Western Blot durch Antikérper in Seren von klinisch apparent
mit MAP infizierten Schafen erkannt. In einer nachfolgenden Studie induzierten die
Proteine MAP 1365, MAP 0268c und MAP 3651c in der Mehrzahl der Blutproben von
klinisch inapparent infizierten Schafen eine erhdéhte Freisetzung von IFN- J(Hughes,
Denham et al. 2013). Die berechnete Sekundarstruktur der Proteine lasst darauf
schlieRen, dass MAP 0268c membran-assoziiert vorkommt, wahrend fir MAP 1365
und MAP 3651c anzunehmen ist, dass diese ungebunden im Inneren von MAP
vorliegen (Hughes, Denham et al. 2013). Bull et al. (St George's, University of
London; personliche Mitteilung) fanden in serologischen Tests mit dem MAP-
spezifischen rekombinanten Protein BLAg, dass Antikdrper in Seren von Morbus
Crohn-Patienten dieses Protein binden. Die rekombinanten MAP-Proteine
MAP 1365, MAP 0268c, MAP 3651c und BLAg sollten in gréRerem Mal3stab auf ihre
Eignung als Stimulans getestet werden und wurden daflr dankenswerterweise zur

Verwendung in dieser Studie zur Verfigung gestellt.

Nicht nur zur Verbesserung der Spezifitat, sondern auch hinsichtlich der Sensitivitat
wurden bereits Modifikationen des IFN-JTests vorgenommen. Diese sind
insbesondere dann von Vorteil, wenn zeitliche Verzégerungen und zu hohe Lager-
temperaturen zwischen Blutentnahme und Beginn der Stimulation die Produktion von
IFN- Jund damit die Sensitivitdt des Tests negativ beeinflussen (Robbe-Austerman,
Krull et al. 2006, Bosward, Dhand et al. 2010). Die Auswertung der Probe kann
jedoch auch nach einem suboptimalen Probentransport gelingen, wenn die Probe
wahrend der Restimulation mit IL-12 oder IL-7 und IL-12 versehen wird (Jungersen,
Mikkelsen et al. 2012, Mikkelsen, Aagaard et al. 2012, Plain, Begg et al. 2012). Auch
bei Verwendung von frisch gewonnenen Blutproben kann eine Zugabe dieser
Zytokine die IFN- JFreisetzung und damit die Sensitivitat des Tests steigern.
Ebenfalls zur Steigerung der Sensitivitat beitragen kann eine Zugabe von Antikdrpern
gegen IL-10 wahrend der Stimulation. Dabei wird durch die Neutralisation von IL-10,

dem funktionellen Antagonisten von IFN-J die Freisetzung von IFN-J gesteigert

L Fur die Verwendung der rekombinanten MAP-Proteine MAP 1365, MAP 0268c und MAP 3651c zur
Restimulation von Zellen des peripheren Blutes oder der Haut mit dem Zweck der Entwicklung einer
zellvermittelten Immunantwort ist ein Patent angemeldet (WO 2009/144478 A9).



32 Literaturtibersicht

(Buza, Hikono et al. 2004, Lybeck, Storset et al. 2009, Mikkelsen, Aagaard et al.
2012). Wahrend in der Mehrzahl der Studien keine Sensitivitdten oder Spezifitaten
dieser unterschiedlich modifizierten IFN- JTests ermittelt wurden, gaben Mikkelsen,
Aagaard et al. (2012) fur IFN- 3Tests mit JPPD unter Zugabe von Antikbrpern gegen
IL-10 bzw. von IL-12 Spezifitaten von 92 bzw. 100 % an. In anderen Studien gab es
jedoch Hinweise darauf, dass die Spezifitat des Tests unter solchen Modifikationen
leiden kénnte (Lybeck, Storset et al. 2009, Plain, Begg et al. 2012).

2.4.2.4 Neue Biomarker der zellvermittelten Immunantwort

Auf der Suche nach neuen Biomarkern fur eine MAP-Infektion beschaftigt sich die
Wissenschaft auch mit der Erfassung der zellularen Immunantwort. Zu diesem Zweck
kénnen unter anderem Aktivierungszustande von CD4* oder CD8* Gedéachtniszellen
nach ex vivo Restimulation bestimmt werden. Einem anderen Ansatz folgend wird zur
Darstellung der zellularen Immunantwort nach solcher Restimulation die durch MAP
induzierte Zytokinproduktion auf der Ebene der Genexpression erfasst.

Aktivierungszustande ausgewahlter Zellpopulationen kénnen mit Hilfe eines Durch-
flusszytometers und geeigneter Antikdrper bestimmt werden. Dafir werden reine
oder gemischte Zellpopulationen mit Antikdrpern inkubiert, die spezifisch zellulare
Oberflachenantigene binden. Meistens wird die Bindung der Prim&rantikdrper unter
Verwendung von Sekundarantikdrper detektiert, an welche ein Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt ist (Cordero, Salgado et al. 1997, Waters, Miller et al. 2003, Koo, Park et
al. 2004). Anschlie3end kénnen Zellpopulationen durch die Messung von Fluores-

zenzsignalen unterschieden werden.

Anhand der Expression der Tyrosinphosphatase-Variante CD45R0O und CD4- oder
CD8-Rezeptoren kénnen die antigen-spezifischen Gedachtniszellen erkannt werden
(St Georgiev and Albright 1993, Trowbridge and Thomas 1994, Bembridge,
MacHugh et al. 1995). Sie entwickeln sich bei der Auseinandersetzung des Immun-
systems mit einem Antigen und sind langlebiger als T-Effektorzellen (Arlettaz, Barbey
et al. 1999, Berard and Tough 2002). Aufgabe der Gedachtniszellen ist es, bei erneu-
tem Auftreten des Erregers eine schnelle und starkere Immunantwort zu initileren
(Bruno, Kirberg et al. 1995, Veiga-Fernandes, Walter et al. 2000, Berard and Tough
2002). Diese Reaktion lasst sich ex vivo durch eine Restimulation mit den jeweiligen
Antigenen hervorrufen (Bembridge, MacHugh et al. 1995, Waters, Miller et al. 2003,
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Stabel and Robbe-Austerman 2011). Im Zuge dieser erneuten Aktivierung werden
die Proteine CD25 und CD26 auf der Zelloberflache verstarkt exprimiert (Wallace and
Beverley 1990, Fleischer 1994, Garcia, DiSanto et al. 1999, Gorrell, Gysbers et al.
2001). Mit entsprechenden Antikdrpern lasst sich somit am Durchflusszytometer nicht
nur der Zelltyp, sondern auch der Aktivierungszustand der Zellen messen (Bitegye,
Hannier et al. 2002, Waters, Miller et al. 2003, Koo, Park et al. 2004).

Studien mit MAP-infizierten Rindern zeigten bereits, dass sich die Expression von
CD25 und CD26 auf CD4* Gedachtniszellen durch Stimulation mit MAP-Antigenen
steigern lasst (Waters, Miller et al. 2003, Koo, Park et al. 2004). Bei CD8* Gedé&cht-
niszellen war dieser Effekt in geringerem Umfang zu beobachten (Koo, Park et al.
2004). Bei experimentell mit MAP infizierten Kalbern war mittels dieser Nachweise
eine Unterscheidung zwischen Kontroll- und Versuchstieren zu einem friiheren Zeit-
punkt mdglich als anhand des Nachweises von MAP-spezifischen Antikorpern im Se-
rum oder von MAP im Kot. Zu diesem Ergebnis und dem derzeitigen Verstandnis der
molekularen Pathogenese passend zeigte sich eine Korrelation zwischen der Expres-
sion von CD26 und der Produktion von IFN- Jbei Lepra und anderen granulomatosen
Erkrankungen (Scheel-Toellner, Richter et al. 1995).

In jungeren Studien zur zellularen Immunantwort auf MAP wurden aufl3erdem ganze
Zytokinprofile von Immunzellen MAP-infizierter Tiere erhoben (Stabel 2000, Smeed,
Watkins et al. 2007, Karcher, Beitz et al. 2008, Singh, Singh et al. 2013). Dabei ist
aus diagnostischer Sicht von besonderer Bedeutung, spezifische Zytokinprofile als
Biomarker fur die Paratuberkulose zu finden, die Ergebnisse kdénnen jedoch auch

zum Verstandnis der Pathogenese der Erkrankung beitragen.

Bisher verdoffentlichte Studien zur Genexpressionsanalyse bei mit Paratuberkulose
infizierten Tieren weisen jedoch eine grof3e Heterogenitat beztglich der untersuchten
Tierspezies, der Art der Infektion (natirlich oder experimentell), der untersuchten
Zellen (PBMC, Monozyten bzw. Proben verschiedener Organe) und der verwendeten

Stimulantien auf.

Um die Ergebnisse fur die Entwicklung diagnostischer Methoden nutzen zu kdnnen,
untersucht man am besten intra vitam zugangliche Zellen, z.B. PBMC. Nach ex vivo
Restimulation mit moglichst MAP-spezifischen Antigenen lassen sich Unterschiede in
der Expression dieser Zellen zwischen naiven und MAP-infizierten Tieren finden. In

einer Studie mit natirlich infizierten Rindern exprimierten mit MAP-Antigenen stimu-
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lierte PBMC von Klinisch inapparent infizierten Rindern signifikant mehr TNF- Dund
IFN- Jals solche von klinisch apparent infizierten Rindern bzw. Kontrolltieren (Stabel
2000). Die Stimulation mit MAP-Antigenen induzierte bei PBMC experimentell infi-
zierter Ziegen im Vergleich zu PBMC von Kontrolltieren eine signifikant hohere Ex-
pression von IFN- Jvier und acht Monate p.i., von IL-2 vier Monate p.i. und von IL-10
acht und zwolf Monate p.i. (Singh, Singh et al. 2013).
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3 Zielsetzung der Studie

In  Anbetracht der Defizite im Verstdndnis und in der Bekampfung der
Paratuberkulose, ergaben sich fur die vorliegende Studie drei Hauptziele.

Das erste Ziel leitete sich aus dem Mangel an adaquaten Infektionsmodellen fiir die
Paratuberkulose ab. So sollte die vorliegende Studie ein von Meyer et al. (2011) und
Kohler et al. (2015) entwickeltes Infektionsmodell fur Ziegen verwenden, um die
Reproduzierbarkeit des Infektionserfolges zu beurteilen. Es sollte untersucht werden,
ob auch die generelle Tauglichkeit als Modell fir die natirliche Infektion mit MAP

bestétigt werden kann. Es wurde folgende Hypothese aufgestellt:

Hypothese 1: Das angewandte Inokulationsschema ist geeignet, eine
Infektion mit MAP im Tiermodell sicherzustellen.

Die Notwendigkeit neue diagnostische Methoden mit hoher Sensitivitdt bei der
Testung von Jungtieren zu entwickeln, fuhrte zu der Festlegung eines zweiten Ziels
fur die vorliegende Studie. Es sollte die zellulare Immunantwort auf MAP und
insbesondere die Zytokinreaktion der PBMC auf eine ex vivo vorgenommene
Restimulation derselben im Infektionsverlauf dargestellt werden. Die gewonnenen
Daten sollten weiterhin dahingehend Uberprift werden, ob sich die untersuchten
Parameter zur Unterscheidung zwischen infizierten und nicht infizierten Tieren
eignen. Um letztlich das tatsachliche Potential der untersuchten Parameter fur die
Entwicklung neuer diagnostischer Tests gruindlich zu beleuchten, wurden drei weitere

Hypothesen zu diesem Themenkomplex formuliert und diskutiert:

Hypothese 2: Die angewandten Methoden sind geeignet, die zellulare
Immunantwort auf MAP bei Kontroll- und Versuchstieren darzustellen.

Hypothese 3. Die Kontroll- und Versuchstiere lassen sich anhand ihrer
zellularen Immunantwort auf MAP differenzieren und dies friher als anhand

der humoralen Immunantwort bzw. der MAP-Ausscheidung.

Hypothese 4: Die Spezifitdt bzw. die Sensitivitdt des IFN- JTests lasst sich
durch Verwendung MAP-spezifischer Antigene bzw. IL-10-blockierender

Antikorper steigern.

Das dritte Ziel der vorliegenden Studie entwickelte sich schliel3lich aus dem Wissen

um die Existenz unterschiedlicher Infektionsverlaufe bei der Paratuberkulose.
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Interindividuelle Unterschiede im Infektionsverlauf schlagen sich nicht nur in der
Kontrolle der Infektion, sondern auch in der Auspragung der Immunantwort auf MAP
nieder. Da diese Unterschiede einerseits eine Bedeutung fir die Diagnostik der
Paratuberkulose haben, andererseits aber auch wichtige Erkenntnisse zu der
Pathogenese liefern koénnten, sollten sie in der vorliegenden Studie gesondert

untersucht werden. Es wurde folgende Hypothese formuliert:

Hypothese 5: Immunpathologische Prozesse in der frihen Phase der

Infektion bestimmen den Verlauf der Erkrankung bei Ziegen.
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4 Material und Methoden

4.1 Allgemeiner Versuchsablauf

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Reaktivitdt von PBMC mit Paratuberkulose
infizierter Ziegen im Verlauf des ersten Lebensjahres ex vivo charakterisiert. Der Versuch fand
am Standort Jena des Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI) statt (Registriernummer des
Tierversuchsvorhabens: 04-001/11). Innerhalb des Projekts wurden 28 von 44 Thuringer
Waldziegen experimentell mit MAP inokuliert. Dem in Abbildung (Abb.) 1 dargestellten
Versuchsablauf folgend wurden Uber einen Zeitraum von 51 Wochen vierwdchentlich
Blutproben gewonnen. Aus diesen wurden PBMC isoliert und ex vivo restimuliert.
Nachfolgend wurde die Genexpression und Sekretion von ausgewahliten Zytokinen sowie die
Expression von Aktivierungsmarkern der PBMC bestimmt. Zu vier definierten Zeitpunkten
fanden geplante Sektionen statt, wodurch sich im Verlauf des Versuches die Tier- und

Gesamtprobenanzahl verringerte.

| 16 Kontrolltiere | 28 inokulierte Tiere
Ei"j‘;”“"g , | ] Inokulation: 4 Tage nach Einstallung, 10x alle 2-3 Tage mit 10mg
ta. e Bakterienfeuchtmasse, JII-1961, MAP-Typ-ll boviner Herkunft
Lebenstag

Probenahmezeitraum: 3. Woche p.i.- 54. Woche p.1.

| ca. 3 Monate p.i.*

Jedes Tier:

-Alle 4 Wochen Blutentnahme aus der Veena jugularis
-Isolation der PBMC

-Ex vivo Stimulation der PBMC fir den Interferon-y-ELISA

| ca. 6 Monate p.i.*

Je sieben Kontroll- bzw. inokulierte Versuchstiere:

| ca. 9 Monate p.i.*

-Ab dem 2. Blutentnahmedurchgang zusatzliche Stimulationsansatze
-Alternierend zwischen:
-Ex vivo Stimulation fir Interleukin-10-ELISA

-Ex vivo Stimulation fur Genexpressionsanalyse

| ca. 12 Monate p.i.* | W Unterschiedliche Anzahlen von Kontroll- bzw. inokulierten
| Versuchstieren:

Sektion einer reprasentativen -Ab dem 3. Blutentnahmedurchgang zusatzliche Stimulationsansétze

Stichprobe der Tiere fur die Analyse mittels Durchflusszytometer

Abb. 1: Schematische Darstellung des Versuchablaufs. Dargestellt sind Zeitstrahlen fir
die 16 Kontrolltiere (weil3) und die 28 inokulierten Versuchstiere (grau). Markiert sind die
Zeitpunkte des Einstallens sowie der Sektionen, ebenso der Zeitraum der Inokulation bzw.
der regelmalligen Probenahmen.

(*) Angabe bezieht sich auf die inokulierten Versuchstiere. Die Sektionen der Kontrolltiere
fanden jeweils ca. vier Wochen spater statt, um Altersunterschiede auszugleichen.
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Sofern nicht anders angegeben, wurden Arbeitsschritte wie auch Inkubationen bei
Raumtemperatur in einem Labor der Schutzstufe S2 durchgefihrt. Far alle
Arbeitsschritte der Blutentnahme, PBMC-Isolation und -Stimulation wurden entweder
vom Hersteller sterilisierte und steril verpackte Einwegmaterialien verwendet oder
unsterile Einwegmaterialien und Glaswaren in geeigneten Verpackungen heiR3luft-

oder dampfsterilisiert.

4.2 Versuchstiere

421 Herkunft und Gesundheitsstatus

Die 44 Thiringer Waldziegen stammten aus einem Herdbuchzuchtbestand mit
Gesundheitskontrollmanagement. Anamnestisch gab es keine Hinweise auf Para-
tuberkulose. Alle laktierenden Tiere des Bestands wurden 2009 einmalig kotkulturell

mit negativem Ergebnis auf die Ausscheidung von MAP untersucht.

Die Tiere wurden ca. am zwolften Lebenstag von ihrem Heimatbetrieb in das
Friedrich-Loeffler-Institut Jena gebracht. Der Transport erfolgte in einem beheizbaren
Tiertransporter, in dem die Tiere auf Einstreu untergebracht waren. Aufgrund
unterschiedlicher Geburtstermine wurden 28 Tiere am 10.03.2011 und 16 Tiere am
04.04.2011 umgestallt.

Alle Tiere wurden in den ersten drei Tagen nach der Einstallung auf ausgewahlte
Krankheitserreger untersucht. Bei keinem der Tiere konnten durch kulturellen
Nachweis Salmonella spp. in Kottupfern bzw. Mycoplasma spp. in Nasentupfern
nachgewiesen werden. Der Nachweis von Chlamydiaceae-DNA gelang jeweils an
einem von zwei Untersuchungstagen fur die folgenden Tiere: Tier 7, Tier 8, Tier 15,
Tier 23, Tier 30 (jeweils Kottupfer), Tier 20, Tier 35 (jeweils Nasentupfer) und Tier 24

(Augentupfer). Eine Behandlung entfiel, da keines der Tiere Symptome zeigte.

4.2.2 Einteilung der Tiere in Gruppen

Die Tiere wurden grundsatzlich so in die acht Versuchsgruppen eingeteilt, dass
sowohl das mittlere Koérpergewicht als auch das mittlere Alter bei Einstallung in allen
Versuchsgruppen moglichst gleich waren. Um Haufungen von genetischen Ein-
flissen in einer Gruppe zu vermeiden, wurden Vollgeschwister auf unterschiedliche
Versuchsgruppen aufgeteilt. Je sieben der 28 am 10.03.2011 eingestallten Ziegen
wurden den Versuchstiergruppen V1, V2, V3 und V4 zugeordnet. Diese wurden nach
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vier-tagiger Akklimatisierung zehnmal alle zwei bis drei Tage mit MAP inokuliert. Die
am 04.04.2011 eingestallten Tiere wurden den Kontrolltiergruppen K1, K2, K3 und
K4 zugeteilt. Diese Tiere wurden nicht mit MAP inokuliert. K1, K2 und K3 umfassten
je drei Tiere, K4 enthielt sieben Tiere. Diese Gruppeneinteilung legte den geplanten
Zeitpunkt fest, zu dem die Tiere zur pathologischen Untersuchung sowie
Organprobenahme aus dem Versuch entnommen wurden (Abb. 2). Die Tiere der
Versuchstiergruppen V1, V2, V3 und V4 wurden jeweils 3, 6, 9 bzw. 13 Monate p.i.
der Sektion zugefihrt. Die Tiere der Kontrolltiergruppen K1, K2, K3 und K4 wurden
altersgleich zu den Versuchstiergruppen V1, V2, V3 und V4 seziert, also mit jeweils
ca. vier Wochen Versatz. Zwei Tiere haben aul3erplanmaflig den Versuch verlassen.
Das Tier 24 (Gruppe V3) ist bereits am 03.04.11, vor Beginn der Blutentnahmen,
verendet. Das Tier 20 (Gruppe V2) wurde am 11.05.11 aus Tierschutzgrinden

euthanasiert und der Sektion zugefihrt.

| 44 Thiringer Waldziegen |

Inokulation J % Schein-Inokulation

| 28 Versuchstiere | ‘ 16 Kontrolltiere |

| 8 Versuchsgruppen |
[ [

| 4 Versuchstiergruppen | ‘ 4 Kontrolltiergruppen |
| V1 | V2 | V3 | V4 | | ki | ke | k3 | Kd |
| n=7 | n=7 | n=7 | n=7 | | n=3 | n=3 | n=3 | n=7 |

| 4 Sektionszeitpunkte |
I I I I

Sektion 1: Sektion 2: Sektion 3: Sektion 4:
3 Monate p.1., bzw. 6 Monate p.i., bzw. 9 Monate p.i., bzw. 13 Monate p.i., bzw. bei
bei Altersgleichheit bei Altersgleichheit bei Altersgleichheit Altersgleichheit der
der Kontrolltiere der Kontrolltiere der Kontrolltiere Kontrolltiere
V1 | 1 | v2 | k2 | V3 | «3 | V4 K4 |
Abb. 2: Schematische Darstellung der Tiergruppeneinteilung. Dargestellt ist die

Einteilung der 16 Kontrolltiere (weil3) und der 28 inokulierten Versuchstiere (grau) in
Versuchsgruppen. Die Sektionstermine sind mit der Einteilung in diese Gruppen determiniert.

Jedem Tier wurde eine Tiernummer (Tiernr.) zugeteilt. Eine dauerhafte Kenn-
zeichnung der Tiere wurde mittels Ohrmarken und Halsbandern sichergestellt.
Geschlecht, Alter und Gewicht der Tiere bei der Einstallung sowie die Gruppen- und

Raumeinteilung sind in Tabelle (Tab.) 1 zu finden.
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Tab. 1: Einteilung der Tiere in Versuchsgruppen (VGr) sowie tierbezogene Daten.

Einstallung Sektion

VGr Versuchs- Tier- Geburts- Datum  Alter Gewicht Datum Alter  Woche

raum nr.  datum [Tage] [kg] [Wochen]  p.i.
V1 R116 1 22.02.11 10.03.11 16 6,4 27.06.11 18 12
V1 R116 2* 23.02.11 10.03.11 15 6,8 29.06.11 19 12
V1 R116 3 26.02.11 10.03.11 12 5,8 04.07.11 19 13
V2 R116 4 22.02.11 10.03.11 16 6 20.09.11 31 24
V3 R116 5 23.02.11 10.03.11 15 6,4 12.12.11 42 36
V2 R116 6 26.02.11 10.03.11 12 4,6 29.09.11 31 25
V2 R116 7 26.02.11 10.03.11 12 5 29.09.11 31 25
V3 R116 8 23.02.11 10.03.11 15 6 14.12.11 43 36
V3 R116 9 24.02.11 10.03.11 14 5,8 19.12.11 43 37
V2 R116 10 25.02.11 10.03.11 13 7,6 22.09.11 30 24
V4 R116 11 23.02.11 10.03.11 15 7 31.01.12 49 43
V4 R116 12 25.02.11 10.03.11 13 5,8 16.04.12 60 54
V4 R116 13 26.02.11 10.03.11 12 5 18.04.12 60 54
V4 R116 14 27.02.11 10.03.11 11 6 19.04.12 60 54
V1 R118 15 26.02.11 10.03.11 12 4,6 04.07.11 19 13
V1 R118 16 27.02.11 10.03.11 11 4,8 29.06.11 18 12
V1 R118 17 27.02.11 10.03.11 11 5,6 27.06.11 18 12
V1 R118 18 01.03.11 10.03.11 9 5,8 06.07.11 19 13
V2 R118 19 27.02.11 10.03.11 11 5,2 20.09.11 30 24
V2 R118 20 27.02.11 10.03.11 11 6,8 11.05.11 11 5
V2 R118 21 02.03.11 10.03.11 8 5,4 22.09.11 30 24
V3 R118 22 26.02.11 10.03.11 12 5,6 12.12.11 42 36
V3 R118 23 27.02.11 10.03.11 11 5,2 14.12.11 42 36
V3 R118 24 28.02.11 10.03.11 10 6,4 04.04.11 6 0
V3 R118 25 02.03.11 10.03.11 8 5 19.12.11 42 37
V4 R118 26 27.02.11 10.03.11 11 6 16.04.12 60 54
V4 R118 27 28.02.11 10.03.11 10 4,8 18.04.12 60 54
V4 R118 28 03.03.11 10.03.11 7 4.6 19.04.12 60 54
K1 R112 29* 22.03.11 04.04.11 13 5,2 16.08.11 22 19
K1 R112 30 24.03.11 04.04.11 11 6,6 18.08.11 22 19
K1 R112 31* 26.02.11 04.04.11 37 11 16.08.11 25 19
K2 R112 32 20.03.11 04.04.11 15 4,6 11.10.11 30 27
K2 R112 33 22.03.11 04.04.11 13 5 11.10.11 30 27
K2 R112 34 28.03.11 04.04.11 7 4.4 12.10.11 29 27
K3 R112 35 20.03.11 04.04.11 15 3,2 09.01.12 43 40
K3 R112 36 26.03.11 04.04.11 9 4,2 11.01.12 42 40
K3 R112 37 28.03.11 04.04.11 7 3,8 09.01.12 42 40
K4 R112 38 20.03.11 04.04.11 15 5 23.04.12 58 55
K4 R112 39 21.03.11 04.04.11 14 6,4 25.04.12 58 55
K4 R112 40 21.03.11 04.04.11 14 6,2 26.04.12 58 55
K4 R112 41 22.03.11 04.04.11 13 4.4 23.04.12 57 55
K4 R112 42 23.03.11 04.04.11 12 5 25.04.12 58 55
K4 R112 43 23.03.11 04.04.11 12 6,2 26.04.12 58 55
K4 R112 44 26.03.11 04.04.11 9 3,8 26.04.12 57 55

(*) Kennzeichnet weibliche Tiere.

Alle anderen Tiere waren mannlichen Geschlechts.
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4.2.3 Haltung und Futterung

Die Tiere wurden im Bereich Experimentelle Tierhaltung in drei getrennten,
geschlossenen Stallraumen auf Stroheinstreu gehalten. Bei der Haltung wurden alle
Anforderungen der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung in der Fassung der
Bekanntmachung vom 22. August 2006 (BGBI. | S. 2043), die durch Artikel 1 der
Verordnung vom 1. Oktober 2009 (BGBI. | S. 3223) ge&ndert worden ist, eingehalten.
Zur Minimierung des Verschleppungsrisikos wurden die Tierrdume jeweils durch eine
eigene Personalschleuse betreten. Alle zwei Wochen wurde die Einstreu komplett

ausgetauscht und der Stall gereinigt.

Bis zur zwdlften Lebenswoche (LW) wurde Milchaustauscher (MAT) per Trankeimer
angeboten. Gefuttert wurde bis zur funften LW dreimal, danach zweimal taglich.
Zusatzlich zum MAT wurden Heu und ab der sechsten LW Ziegenlammerpellets
angeboten. Etwa zweieinhalb Wochen nach Absetzen des MAT wurde innerhalb
einer Woche auf Milchleistungspellets umgestellt. Die Menge an Pellets wurde
schrittweise auf bis zu 200 g Pellets pro Tier und Mahlzeit erh6ht (Endmenge in 33.
LW erreicht). Uber Selbsttranken stand im gesamten Versuchszeitraum Wasser ad

libitum zur Verfugung.

Um die 7. LW wurden die mannlichen Ziegen unter Betaubung unblutig kastriert.

4.3 Inokulation

Das Inokulationsschema wurde den Erkenntnissen vorangegangener Studien
folgend gewéhlt (Meyer 2011, Kohler, Soschinka et al. 2015). Es wurde das Schema
verwendet, das in diesen Studien eine sichere Infektion der Tiere bei moglichst hoher
Ubereinstimmung mit einer natirlichen Infektion zeigte. Fiir die Inokulation der
Versuchstiere (n = 28) wurde Kulturmaterial des MAP-Stammes JII-1961 verwendet,
welcher nur wenigen in vitro Passagen unterzogen worden war. Der Stamm wurde
urspringlich aus dem lleozékallymphknoten eines mit Paratuberkulose infizierten

Rindes isoliert.

4.3.1 Vorbereitung des Inokulums

Der MAP-Stamm JII-1961 wurde ca. acht Wochen vor Beginn der Inokulation in
Middlebrook-Bouillon mit OADC-Supplement und Mycobactinzusatz bei 37 °C im

Schuttelinkubator (ca. 80 rpm) angeziichtet. Die Bouillon wurde 20 min bei 2880 x g
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abzentrifugiert und der Uberstand iber der Bakterienfeuchtmasse (BFM) verworfen.
Die BFM wurde ausgewogen und in steriler phophatgepufferter Salzlésung, engl.
phosphate buffered saline (PBS), resuspendiert. Von dieser Suspension wurden
homogene Aliquots mit jeweils mindestens 280 mg BFM abgefillt. Zur Lagerung
wurde die BFM erneut 20 min bei 2880 x g abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Aliquots wurden bei 5+ 3 °C gelagert. Am Vortag der Inokulation
(bzw. drei Tage zuvor, wenn die Inokulation am Montag stattfand) wurde jeweils ein
Aliquot mit BFM mit sterilem PBS resuspendiert und auf eine Konzentration von
1 mg/ml gebracht. Uber Nacht (bzw. von Freitag zu Montag bei Inokulation am
Montag) wurde die Suspension bei 37 °C im Schuttelinkubator bebritet. Am Tag der

Inokulation wurden homogene Einzeltierdosen von 10 ml Volumen abgefuillt.

Die tatsachlich verabreichte Anzahl an Koloniebildenden Einheiten wurde fir jedes

Inokulat durch Keimzahlbestimmung festgestellt (Tab. 2).

Tab. 2: Ermittelte Koloniebildende Einheiten (KBE) pro mg BFM bzw. K BE pro
verabreichter Inokulationsdosis.

Datum der Inokulation KBE/mg BFM  KBE/verabreichte Dosis

14.03.11 4,8 x 10° 4,8 x 10/
16.03.11 5,51 x 10° 5,51 x 107
18.03.11 2,51 x 10° 2,51 x 107
21.03.11 2,26 x 10° 2,26 x 107
23.03.11 2,23 x 10° 2,23 x 10/
25.03.11 2,24 x 10° 2,24 x 10’
28.03.11 1,16 x 10° 1,16 x 10/
30.03.11 2,04 x 10° 2,04 x 10/
01.04.11 1,66 x 10° 1,66 x 10’
04.04.11 1,63 x 10° 1,63 x 107
4.3.2 Prifung des Inokulums

Sowohl vor der Herstellung der ersten Aliquots als auch nach der Resuspension im
Vorfeld der einzelnen Inokulationen wurden Proben enthnommen. Via Ziehl-Neelsen-
Farbung und PCR wurde das Kulturmaterial der Amtlichen Methodensammlung
folgend als MAP bestatigt. Fur die PCR wurden dabei Zielsequenzen aus dem

Genom von MAP (IS 900) wie auch aus dem Genom von IS 900-negativen Sub-
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spezies von Mycobacterium avium (avium, hominissuis, silvaticum) bzw. Mycobac-

terium intracellulare (IS 1245) verwendet.

Nach Ausstreichen und kultureller Anzucht von Proben auf Blutagarplatten konnten

Kontaminationen ausgeschlossen werden.

433 Inokulation der Versuchstiere

Einzeldosen von je 10 ml (entspricht 10 mg BFM) wurden pro Versuchstier und
Inokulationstag mit 40 ml MAT vermischt. Diese Keimsuspension wurde jedem
Versuchstier mittels Saugflasche kontrolliert zu Beginn der Morgenfitterung
verabreicht. Mit dieser Art der Inokulation wurde vier Tage nach der Einstallung der
Versuchstiere im FLI Jena begonnen. Sie wurde im Abstand von zwei bis drei Tagen
insgesamt zehnmal durchgefiihrt. Den Kontrolltieren wurde reiner MAT gefittert.

4.4 Weitere wahrend des Tierversuchs erhobene Daten, deren Ergebnisse

in diese Studie einflieRen

Durch technische Mitarbeiter des Friedrich-Loeffler-Instituts wurden zur Prifung des
Infektionserfolgs und zur weiteren Beschreibung der Pathogenese mikrobiologische
und serologische Untersuchungen durchgefiuihrt. Die so gewonnenen Befunde
wurden aul3erdem herangezogen, um diese mit den in dieser Studie erzielten

Ergebnissen in einen pathogenetischen Zusammenhang zu setzen.

44.1 Mikrobiologische Untersuchung zum Nachweis von Mykobakterien

in Kot- und Organproben

Es wurde das Vorkommen von vermehrungsfahigen MAP im Kot und in Organproben
untersucht. Von Kontroll- und Versuchstieren wurden Kotproben (mind. 3 g, aus dem
Rektum) vor Beginn der Inokulation (nur Versuchstiere), einen Tag nach Abschluss
der Inokulation und parallel zu den Blutentnahmen (siehe Beprobungsplan in 4.5.1

und Tab. 61 im Anhang) genommen.

Die Organproben wurden zu Beginn der jeweiligen Sektion von verschiedenen,
definierten Organlokalisationen gewonnen. Diese umfassten u.a. vier Proben von der
Darmschleimhaut: Vom Duodenum und je eine Probe vom proximalen, mittleren und
distalen Jejunum. Des Weiteren wurden funf Proben vom darm-assoziierten

lymphatischen Gewebe genommen: Je eine Probe von den 3 H\H U frivFd{téh im
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vorderen Drittel des Jejunums, im proximalen und im distalen lleum sowie von dem
lymphatischen Gewebe an der lleozakalklappe und im proximalen Kolon. Acht
Proben von Lymphknoten wurden bei der Sektion gewonnen. Darunter waren drei mit
dem Mesenterium assoziierte Lymphknoten (je einer aus dem proximalen bzw. dem
mittleren Abschnitt sowie der letzte grof3e Mesenterial-Lymphknoten), der lleozakal-
Lymphknoten, ein Bug-, ein Retropharyngeal- und der Leber-Lymphknoten.
Zusatzlich wurden je eine Probe aus der Tonsille, der Leber, der Milz und der Niere,
aus dem Zwerchfell und der Oberschenkelmuskulatur genommen. Die Proben

umfassten jeweils alle Schichten bzw. Kompartimente des Organs.

Die Kot- wie auch die Organproben wurden nach dem Protokoll der Amtlichen
Methodensammlung dekontaminiert und bebritet. Gewachsene Kolonien wurden

mittels PCR (wie in 4.3.2 zur Prufung des Inokulums beschrieben) als IS 900-positive

MAP bzw. als IS 900-negative/lIS 1245-positive Mykobakterien (bei den Kontrolltieren
nachgewiesen) identifiziert. Insgesamt wurden pro Kot- bzw. Organprobe vier
Festmedium-Rohrchen (HEYM™*) beimpft und alle 14 Tage auf sichtbare Kolonien
untersucht. Sichtbare Kolonien wurden in ihrer Anzahl gezéahlt bzw. ab 50 Kolonien
geschatzt. Den Rohrchen wurde ein Wachstums-Score von 1 bis 5 zugeordnet, der

l+U IROJHQGH $EVWXIXQRORYWH@GRARQLHQ3 . RORQLHQ?3
AO- .RORQLHQ?* XQG ANRQIOXLHUHQGHU .RORGtdUDVHQ?3
und der Woche der Ablesung (nach Beimpfung der Roéhrchen) berechnete sich ein
Wachstumsindex (WI) nach folgender Formel:

Wachstums-Score x 100
WI =

Woche der Ablesung

Der WI wurde Uber alle Réhrchen, die innerhalb von 25 Wochen Wachstum zeigten
und deren Kolonien sich in der PCR als MAP bestétigten, gemittelt, gerundet und als
Mal fir die Belastung eines Organs mit vermehrungsfahigen MAP behandelt.

4.4.2 Serologische Untersuchung zum Nachweis von AntikGrpern gegen
MAP

Es wurde von jedem Tier direkt nach dem Ende der Inokulation und dann parallel zu
dem Beprobungsplan (vgl. 4.5.1 und Tab. 61 im Anhang) alle vier Wochen Serum
gewonnen. Durch Zentrifugation von jeweils 10 ml Vollblut (30 min bei 2000 x g)

wurde das Serum von den restlichen Blutbestandteilen getrennt.
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Zur Bestimmung des Gehalts an MAP-bindenden Antikdrpern wurde ein kommerziell
erhaltliches ELISA-Testsystem verwendet: ID Screen® Paratuberculosis Indirect.
Dies ist fur diesen Zweck seit 2007 in Deutschland sowohl fur Rinder- als auch fur
Schaf- und Ziegenseren zugelassen. Der Test wurde nach Gebrauchsinformation
des Herstellers durchgefuhrt. Die Vorinkubation der Proben wurde fir 15 min, die
Inkubation der Proben in der beschichteten Platte fur 45 min (Kurzinkubation)
vorgenommen. Nach Zugabe der Substratlosung wurde fir 5 min inkubiert.

Die bei der Durchfiihrung des ELISA entstandene Farbung der Proben wurde bei
einer Wellenlange von 450nm mittels Mikroplattenphotometer Spectra Fluor quanti-
fiziert. Von den jeweils als Doppelbestimmungen angelegten Proben wurde ein
Mittelwert fur die OD ermittelt. Wie in der Gebrauchsinformation des ID Screen®
Paratuberculosis Indirect beschrieben, wurde nach folgender Formel eine
sample/positive-ratio (S/P-Ratio) aus den gemittelten Werten fir die OD der Probe,

der mitgelieferten Positivkontrolle (PK) und der Negativkontrolle (NK) berechnet:

ODpyepe - OD
S/P-Ratio = b " %100

ODpy - ODng

Die S/P-Ratio wurde gerundet und den Angaben in der Gebrauchsinformation
folgend bewertet: War die ermittelte S/P-5D W LAR, vwurde die Probe als negativ
angesehen. War der Wert > 60 und < 70, wurde das Ergebnis als fraglich gewertet.
%HL HLQHP7Q galt thée Probe als positiv.

4.5 Gewinnung der mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

und Stimulation

45.1 Beprobungsplan

Die Beprobung folgte einem Plan, nach dem jedes Tier einmal in einem vier Wochen
dauernden Beprobungsturnus (BT) beprobt wurde (Tab. 61 im Anhang). Jede Woche
wurden jeweils definierte Teilgruppen aus vier der acht Versuchsgruppen
herangezogen. So ergab sich fur jeden Blutentnahmetermin ein Datensatz mit
Tieren, die zwei der Versuchstiergruppen und zwei der Kontrolltiergruppen
entstammten. Durch Sektionen verringerte sich die Tierzahl im Laufe des Versuchs,

sodass Blutentnahmetermine innerhalb des vierwéchigen Turnus wegfielen. Den
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Beprobungsrhythmus fur die verbliebenen Tiere beeinflusste dies aber nicht

nachhaltig.

45.2 Blutentnahme

Alle unter 4.5 und 4.6 beschriebenen Arbeitsschritte erfolgten unter aseptischen

Bedingungen.

Es wurde heparinisiertes Vollblut aus der Vena jugularis externa gewonnen. Die
verwendeten 20 G Butterfly-Kantlen waren tiber Membranadapter mit 24 ml Spritzen
verbunden, sodass die Blutentnahme aseptisch erfolgte. Das Endvolumen des

heparinisierten Vollbluts betrug ca. 20 ml (Endkonzentration Heparin: 75 U/ml).

45.3 Isolation von PBMC

Das heparinisierte Vollblut wurde unverzuglich im Labor in 50 ml Réhrchen auf 20 ml
des Lymphozytenseparationsmediums (LSM) LSM 1077 Lymphocyte Separation
Medium aufgeschichtet. Dabei wurde durch langsame Zugabe des Blutes eine
Vermischung mit der untenliegenden LSM-Phase vermieden. Die Rohrchen wurden
in einer Heraeus® Multifuge 3 S-R bei 1500 x g fir 30 min mit ungebremstem
Auslauf zentrifugiert. Danach wurden 3-5 ml der direkt auf der LSM-Phase liegenden
Interphase per 1 ml-Pipette abgenommen und in ein weiteres 50 ml Zentrifugen-
réhrchen Uberfuhrt. Es schlossen sich drei Waschschritte an, in denen die PBMC in
jeweils 10 ml Hanks™ Puffer (ohne Phenolrot, frei von Ca?* und Mg?*) resuspendiert
wurden. Nach jeder Zentrifugation (im ersten Schritt fir 10 min bei 350 x g, bei den
folgenden Schritten fir 5 min bei 350 x g) wurde jeweils der Uberstand iiber dem
Zellpellet dekantiert. Zuletzt wurde das Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium resus-
pendiert. Von dieser Suspension wurden 100 pl abgenommen und 1:100 verdiinnt
mittels des automatischen Zellz&hlers Beckman Coulter Z2 Cell and Particle Counter
nach Gerateanweisung des Herstellers untersucht. Der Messbereich wurde von 5 um
bis 10 um eingestellt. Danach wurde eine Konzentration von 2 x 10% Zellen/ml in
Zellkulturmedium eingestellt. Diese Zellsuspension wurde zur Stimulation fur alle

folgenden Untersuchungen eingesetzt.

454 Ex vivo Restimulation der PBMC

Von den gewonnenen PBMC wurden flir die verschiedenen Untersuchungsgénge

jeweils separate Stimulationsansatze angelegt. Unabhangig von der angestrebten
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Untersuchungsebene wurden dabei eine Negativ- und eine Positivkontrolle mit-
gefuhrt. Als Negativkontrolle und zur Darstellung der nicht antigeninduzierten Verhalt-
nisse wurden PBMC in reinem Zellkulturmedium inkubiert. Um die allgemeine
Stimulierbarkeit der PBMC zu prifen, wurden zwei Positivkontrollen mitgefuhrt. Im
IFN- JTest war dies das Mitogen Concanavalin A (ConA), welches T-Zellen
unspezifisch stimuliert. Fir den IL-10-Test und bei der Durchflusszytometrie boten
sich wegen langerer Inkubationszeiten Lipopolysaccharide (LPS) vom Escherichia
coli (E. coli) Serotyp 026:B6 aufgrund ihrer geringeren Zytotoxizitat an. Fur die
Genexpressionsanalysen, die auf unterschiedliche Zytokine abzielten, wurden

sowohl ConA als auch LPS verwendet.

Fur die MAP-spezifische Stimulation wurden Johnin Purified Protein Derivative
(JPPD) und die rekombinanten MAP-Proteine MAP 1365, MAP 0268c, MAP 3651c

und BLAg eingesetzt (die rekombinanten Proteine nur im IFN- JTest).

Zur Kontrolle, ob die durch JPPD erreichte Stimulation MAP-spezifischen Bestand-
teilen zuzuordnen ist, wurde APPD als Kontrollstimulans mitgefiihrt (Durchfluss-

zytometrie ausgenommen).

Um im Rahmen des IFN-JTests zu prifen, ob sich die antigeninduzierte IFN-J
Freisetzung durch Unterbindung des inhibierenden Einflusses von IL-10 steigern
lasst, wurden bis zur 24. Woche p.i. zwei zusatzliche Stimulationsanséatze mit JPPD
angelegt. Diesen wurden Antikérper zugesetzt: Maus- DIL-10-Antikorper (IL-10-
Block), um IL-10 zu binden, und Maus-lgG1l-negativ-Kontroll-Antikbrper (Kontroll-
antikorper) als Isotyp-Kontrolle, um den Effekt des IL-10-Block der IL-10-bindenden

Wirkung zuordnen zu kénnen.

Bereits vor Beginn der jeweiligen PBMC-Isolation wurden dem Stimulationsschema
folgend mit Zellkulturmedium Lésungen der jeweiligen Stimulantien und Antikdrper
hergestellt (Tab. 3). Diese wurden in Zellkulturplatten ausgebracht. FUr die
Gewinnung der Zellkulturiiberstande (ZKU) zur Zytokinbestimmung mittels ELISA
wurden Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen (Rundboden) genutzt, fir die Gen-
expressionsanalysen und die Durchflusszytometrie solche mit 24 Vertiefungen
(Flachboden). Fir erstere Anwendung wurden 2 x 10° PBMC in 200 pl Endvolumen
pro Vertiefung eingesetzt, jeweils in drei biologischen Replikaten. Fur die
Genexpressionsanalysen und die Durchflusszytometrie wurden 2 x 106 PBMC in
1,1 ml Endvolumen pro Vertiefung ausgebracht. Hier wurden keine biologischen
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Replikate angefertigt. Die PBMC wurden jeweils unverziglich nach dem Einstellen
der Zellsuspensionen auf 2 x 10° Zellen/ml zu den Stimulantien gegeben. Die
Zellkulturplatten wurden fur die jeweils festgelegte Stimulationszeit im Brutschrank
(37 °C, 5 % CO2-Séttigung, befeuchtete Luft) inkubiert (Tab. 3).

Tab. 3: Stimulationsansatze, Inkubationszeiten und verwendete Konzentrationen.
Dargestellt sind die fir die verschiedenen Versuche eingesetzten Stimulantien mit ihren
Konzentrationen. Alle Stimulantien wurden in Zellkulturmedium verdinnt.

IFN- JTest IL-10-Test real time-PCR Durchfluss-
Zytometrie
(24 h Inkubation) (64 h (1 hund?24h 6d
Inkubation) Inkubation) Inkubation)
Stimulans Stimulans Antikérper  Stimulans Stimulans Stimulans
unstimulierte - - - - -
Mediumkontrolle
JPPD 4 pg/ml 4 pug/mi 4 ug/ml 4 pg/mi
JPPD + 4 pg/ml 2,5 pg/ml
IL-10-Block?
JPPD + 4 ug/ml 2,5 pg/ml
Kontrollantikérper?
APPD 125 I.E. 125 I.E/ml. 125 LLE./ml
MAP 13652 5 pg/ml 5 pg/mi
MAP 0268c? 5 pg/ml 5 pg/ml
MAP 3651c¢? 5 pg/ml 5 pg/ml
BLAg?® 5 pg/ml 5 pg/ml
ConA* 20 pg/ml 10 pg/ml 1,5 pg/mi
LPS* 5 pg/ml 1 pg/ml

(* A10-%ORFN3 VWHKDMoVinUL-0GEXYWLN|USHU A.RQWURO®MBRWLN|USH
negativ-Kontroll-Antikbrper. Eingesetzt von 3. bis 24. Woche p.i.

(3 Fur die Verwendung dieser rekombinanten MAP-Proteine zur Restimulation von Zellen

des peripheren Blutes oder der Haut mit dem Zweck der Entwicklung einer zellvermittelten
Immunantwort ist ein Patent angemeldet (WO 2009/144478 A9).

() BLAg stand erst ab der 33. Woche p.i. zur Verfigung.

(%) Positivkontrolle

4.6 Gewinnung der Proben nach der Stimulation

46.1 Zellkulturiberstande fir die ELISA

Stimulationsansatze fiur den IFN-JTest wurden fur jedes Tier zu jedem Blutent-
nahmetermin angelegt. Die Stimulationen fiir den IL-10-Test erfolgten ab der neunten
Woche p.i. fur die insgesamt 14 Tiere der Gruppen K4 und V4 alle acht Wochen und

je BT abwechselnd mit der Genexpressionsanalyse.
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Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellkulturplatten fr 5 min bei 350 x g
zentrifugiert. Unter Vermeidung der Aufwirbelung von Zellen wurden pro Vertiefung
150 P ZKU entnommen. Die ZKU wurden in zwei Zellkulturplatten (96 Vertiefungen,
Flachboden) zu je 75 B pro Vertiefung abgegeben. So entstanden zwei identische

Probenpanele, die bis zur Verwendung im ELISA bei -20 °C gelagert wurden.

4.6.2 Zelllysate fur die Genexpressionsanalyse

Die Stimulation fur die Genexpressionsanalyse wurde bei den Tieren der Gruppen K4
und V4 durchgefuhrt. Die Beprobung erfolgte ab der 13. Woche p.i. alle acht

Wochen.

Die Zellen wurden nach abgeschlossener Stimulation méglichst frei von ZKU und in
Lysepuffer (RLT-Puffer supplementiert mit 1 % EMercaptoethanol) gelést gewonnen.
Zu diesem Zweck wurde der ZKU mit den in Suspension befindlichen PBMC mittels
1 ml-Pipette aus den Zellkulturplatten entnommen und in 1,5 ml Mikroreaktions-
gefalRe (MRG) uberfuihrt. Die MRG wurden bei 300 x g 5 min zentrifugiert und die
Uberstande wurden mittels einer Vakuumsaugvorrichtung vorsichtig abgesaugt. Die
in den Vertiefungen der Zellkulturplatte zuriickgebliebenen Zellen wurden mit je
350 P Lysepuffer versetzt und durch Schaben mit der Pipettenspitze gel6st. Die
lysierten Zellen wurden samt Lysepuffer in die MRG mit den vom Uberstand befreiten
Zellpellets Uberfuhrt und mit diesen vermischt. Die MRG wurden zwischen diesen
Arbeitsschritten in einen gekihlten Stander gestellt, der wahrend der Dauer der
Probenahme eine Temperatur von unter 0° C aufwies. Die vollstandig lysierten

Proben wurden bei -80 °C bis zu ihrer weiteren Bearbeitung gelagert.

4.6.3 Gewinnung und Immundekoration der PBMC zur Analyse im

Durchflusszytometer

Die Stimulation fir die Analysen im Durchflusszytometer wurde im Laufe des
Infektionsversuches bei unterschiedlichen Anzahlen von Tieren aus verschiedenen
Versuchsgruppen durchgefuhrt (Tab. 4). Die Beprobung erfolgte ab der 11. Woche

p.i. bei jeder reguléaren Blutentnahme.
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Tab. 4. Anzahl und Versuchsgruppen-Zugehdrigkeit der mittels Durchflusszytometrie
untersuchten Tiere.

Anzahl untersuchter Tiere (n)

BT Kontrolltiere Versuchstiere  Untersuchte Versuchsgruppen
3 9 18 K1, K2, K3, V1, V2, V3
4 8 9 K1, K2, K3, V2, V3
5 6 12 K2, K3, V2, V3

6 6 12 K2, K3, V2, V3

7 10 11 K2, K3, K4, V3, V4
8 10 10 K3, K4, V3, V4

10 7 6 K4, V4

11 3 3 K4, V4

12 3 3 K4, V4

13 4 4 K4, V4

Fiur die Dreifarbenfluoreszenz wurden Gebrauchsldsungen verschiedener Kombi-
nationen von Primar- bzw. Sekundarantikorpern in Farbe-Waschpuffer (PBS mit
0,5 % Fotalem Kalberserum) vorbereitet. Es wurden vier Kombinationen aus Primar-
und Sekundarantikdrpern, eine Zellkontrolle ohne Antikérper und zwei Sekundar-

antikdrperkontrollen (ohne Priméarantikdrper) eingesetzt (Tab. 5).

PBMC wurden nach der Stimulation resuspendiert und zu je 100 ul pro Vertiefung in
eine Zellkulturplatte (V-Form) Uberfuhrt. Fur jeden Stimulationsansatz wurden dabei
zwei technische Replikate angelegt. Es erfolgte eine Zentrifugation (400 x g, 3 min,
4 °C; ebenso die folgenden Zentrifugationen) und das Ausschlagen des Uberstands.
Das Zellpellet wurde mit 50 pl einer Gebrauchslésung der in Farbe-Waschpuffer
verdunnten Primé&rantikdrper resuspendiert und fur 20 min im Dunkeln inkubiert.
Nach einem Waschschritt (Zentrifugation, Ausschlagen des Uberstands, Resus-
pension mit 100 ul Farbe-Waschpuffer pro Vertiefung, erneute Zentrifugation und
Ausschlagen des Uberstands) wurden die Zellen mit 50 pl der Gebrauchslésung mit
Sekundarantikdrpern resuspendiert. Es schlossen sich eine 20-minitige Inkubation
im Dunkeln und ein erneuter Waschschritt an. Im Anschluss wurden die Zellen in
150 ul PBS je Probe resuspendiert und am %' ) $ & 6 & D Q WIRIfEhflusszytometer

analysiert.
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Tab. 5: Antikdrper fir die Immundekoration.
Antigen- Zelllinie / Isotyp Verteilung auf Bezugsquelle Einsatz  Kombi-
spezifitat Fluorochrom Zellen nation!
Primarantikorper
DZiege- GC1A Maus  T-Helfer- VMRD, Inc.; 50 pl, A, B
CD4 IgG2a Zellen Pullman, USA 1:500
DRind- CC63 Maus zytotoxische Bio-Rad AbD 50 pl, C,D
CD8 IgG2a  T-Zellen Serotec GmbH, 1:500
Puchheim
DRind- CACT116A Maus Aktivierungs- VMRD, Inc.; 50 ul, A C
CD25 IgG1 marker Pullman, USA 1:500
DRind- CACT114A Maus Aktivierungs- VMRD, Inc.; 50 ul, B, D
CD26 IgG2b marker Pullman, USA 1:500
DRind- IL-A116 Maus Gedachtnis- VMRD, Inc.; 50 ul, A, B, C,
CD45R0 19gG3 zellen Pullman, USA 1:500 D
Sekundarantikorper
DMaus- R-Phycoerythrin SouthernBiotech, 50ul, A, B,SK1
IgG1 (PE) Birmingham, USA  1:1000
DMaus-  Allophycocyanin SouthernBiotech, 50 ul, A, B, C,
lgG2a (APC) Birmingham, USA 1:1000 D, SK1
DMaus- R-Phycoerythrin SouthernBiotech, 50 ul, C, D,
lgG2b (PE) Birmingham, USA  1:1000 SK2
DMaus- Fluorescein SouthernBiotech, 50 pl, A, B, C,
IgG3  Isothiocyanat (FITC) Birmingham, USA 1:1000 D, SK2

(}) Es wurden vier Kombinationen von Antikérpern fur die Immundekoration verwendet: A, B,
C und D. Zuséatzlich gab es drei Negativkontrollen: Zellkontrolle, Sekundéarantikorper-
kontrolle 1 (SK1) und Sekundarantikérperkontrolle 2 (SK2), welche ohne Antikdrper bzw. nur
mit Sekundarantikdrpern inkubiert wurden.

4.7 Bearbeitung der Proben
4.7.1 IFN- 3Test und IL- 10-Test
4.7.1.1 Vorbereitung und Durchfihrung der Tests

Vorbereitung der ELISA-Platten fur den IFN-  JTest

Der ELISA fur den IFN- JTest wurde mit einem hauseigenen System durchgefihrt.
Als Grundlage dienten MaxiSorp™-Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen und flachen
Boden. Fur alle Waschschritte wurde das Plattenwaschgerat Skan Washer 300
Version B verwendet. Es wurde jeweils die vorhandene Flissigkeit abgesaugt und

sechsmal 300 ul ELISA-Waschpuffer pro Vertiefung eingefillt und wieder entfernt.
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Die Zellkulturplatten wurden zundchst mit dem Beschichtungsantikorper Maus- D
bovin-IFN- Jbeschichtet. Jede Vertiefung wurde mit 100 R Beschichtungspuffer mit
darin geléstem Beschichtungsantikorper (1 pug/ml) beflllt. Abgedeckt wurden die
Platten Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen der Platten
am nachsten Tag wurde je Vertiefung 300 ul Blockungspuffer eingeftillt. Abgedeckt
wurden die Platten tUber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach erneutem Waschen am
nachsten Tag wurden die nun beschichteten Platten mit Klebefolien fir Microwell™

Platten verschlossen und bei -20°C bis zur Durchfiihrung des ELISAs gelagert.

Auftrag der Proben und Durchfihrung des IFN-  JELISA

Der ELISA bestand aus vier einstiindigen Inkubationsschritten, wahrend derer die
Platten mit Folien abgedeckt waren. Abgesehen von Schritt 1 wurden die Platten vor
jedem Schritt wie im letzten Abschnitt beschrieben gewaschen und die Lésungen mit

jeweils 100 pl pro Vertiefung ausgebracht.

1.) Jede Platte wurde mit drei Kontrollen versehen. Zellkulturmedium diente als
Negativkontrolle, rekombinantes bovines IFN- Jals Positivkontrolle (3 ng/ml).
Eine interne Kontrolle fur die Varianzanalyse bestand aus in grofRer Menge
hergestelltem und bei -80 °C aliquotiert gelagerten ZKU von fiir 24 h mit ConA
stimulierten, caprinen PBMC. Alle Kontrollen wurden in Doppelansatzen
aufgetragen. Von den aufgetauten Proben wurden jeweils die drei biolo-
gischen Replikate aufgetragen. Proben wie Kontrollen wurden zu jeweils 50 pl

eingesetzt.

2.) Der Detektionsantikdrper Maus- Dbovin-IFN- dBiotin wurde in Blockungspuffer

verdunnt mit einer Konzentration von 1 pg/ml eingesetzt.

3.) Das an Meerrettichperoxidase gekoppelte, kommerziell erhaltliche Streptavidin-

Konjugat wurde 1:10000 in Reagenzienverdinnungspuffer verdiinnt ausgebracht.

4.) Die fertige Gebrauchslosung des » -Tetramethylbenzidin-Substrates
(TMB Chromogen Solution for ELISA) wurde unverdidnnt in die Vertiefungen
gegeben und die Platte abgedunkelt inkubiert, bis die Reaktion nach zehn

Minuten durch Zugabe von 100 pl 1 N H2SO4 pro Vertiefung gestoppt wurde.

Die Platten wurden unverztglich der Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von

450nm mittels Mikroplattenphotometer Spectra Fluor zugefuhrt.
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Vorbereitung der Platten und Durchfiihrung des IL-10-ELISA

Der IL-10-ELISA wurde analog zu dem IFN-JELISA durchgefiihrt. Einzig der
Beschichtungsantikorper, der Detektionsantikorper, die Positivkontrolle und die
interne Kontrolle fur die Varianzanalyse unterschieden sich von denen im Protokoll
fur den IFN- JELISA. Beim IL-10-ELISA wurde der Beschichtungsantikdrper Maus- D
bovin-IL-10 in einer Konzentration von 2 pg/ml verwendet. Als Detektionsantikorper
diente Maus- Dbovin-IL-10-Biotin (Endkonzentration: 1 pg/ml). Die Positivkontrolle
bestand aus rekombinantem, bovinen IL-10, welches in einer Konzentration von
1,11 I.E./ml eingesetzt wurde. Die interne Kontrolle wurde ebenfalls analog zu der fur

den IFN- JELISA hergestellt. Hier wurden die ZKU allerdings nach 64 h entnommen.

4.7.1.2 Auswertung der Daten

Fur die Auswertung wurde jeweils aus den Einzelmesswerten der drei biologischen
Replikate ein Mittelwert der OD berechnet. Dieser Mittelwert ging in die weiteren
Berechnungen als OD der jeweiligen Probe ein. Es wurde fiur alle Stimulations-
anséatze einschlie3lich der Mediumkontrolle die absolute Freisetzung von IFN- Jbzw.
IL-10 unter Verwendung eines S/P-Ratios ermittelt. Die S/P-Ratio ist in diesem Falle
der Quotient aus der OD einer Probe und der OD der auf derselben Platte liegenden

Positivkontrolle:

oD PrObegemittelt

S/P-Ratio =
OD Positivkontrollege eyt

Die durch die Stimulation bedingte Anderung der Zytokin-Freisetzung gegeniiber der

Mediumkontrolle wird abgrenzend zur absoluten als relative IFN- 3/IL-10-Freisetzung

bezeichnet. Zur Darstellung dieser Veranderung in Relation zur Mediumkontrolle

wurde aus der S/P-Ratio der stimulierten Probe und der der zugehorigen Medium-

kontrolle ein Stimulations-Index (Sl) gebildet:

S/P' Ratiostimuliert
S/P-Ratioyk

Sl =
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4.7.2 Real-time PCR

4.7.2.1 Vorbereitung der Proben und Durchfiihrung der PCR

Um Kontaminationen mit RNasen oder Nukleinsauren aus der Umgebung zu
minimieren, wurde soweit moglich unter eigens fir den jeweiligen Reaktionsschritt

vorgesehenen und raumlich voneinander getrennten Arbeitshauben gearbeitet.

Ribonukleinsaure-Extraktion

Die gelagerten Zelllysate wurden aufgetaut und die Extraktion der Ribonukleinsaure,
engl. ribonucleic acid (RNA), mittels RNeasy® Mini Kit durchgefiihrt. Es wurde das
darin enthaltene Protokoll zur Aufreinigung der Gesamt-RNA aus tierischen Zellen
unter VerwHQG X QJ $pid UTedhnology? YHUZHQGHW )ROJHQGH

empfohlene Varianten wurden umgesetzt:

1) Dem RLT-Puffer wurde vor der Verwendung als Lysepuffer 1% EMercapto-

ethanol zugesetzt.

2) Zur Homogenisation der Lysate wurden diese funfmal durch eine Kantle

mit 0,9 mm Durchmesser aufgezogen und wieder abgegeben.

3) Es wurde mit Hilfe des RNase-freien DNase Sets ein DNA-Verdau auf den
Saulen durchgefuhrt. Dabei wurden wiederum die Herstellerangaben befolgt.

Die Inkubationszeit wurde auf 30 min festgelegt.

Bei dem letzten Schritt des Aufreinigungsprotokolls wurde die aufgereinigte RNA von
den Saulen eluiert und befand sich in 1,5 ml MRG. Fur die RNA-Konzentrations-
messung wurden zunachst jeweils 6 pl in 200 uI-MRG abgefillt und die MRG in

flissigen Stickstoff gegeben. Anschlie3end wurden die Eluate bei -80 °C gelagert.

RNA-Konzentrationsmessung

Die Aliquots fur die RNA-Konzentrationsmessung wurden nach der Behandlung mit
flussigem Stickstoff gekihlt gehalten und direkt am Nanodrop® ND-1000 Spektro-
photometer nach Anleitung des Herstellers untersucht. Es wurde das Analysen-
SURWRNROD ]JAP18HVVHQ YRQ tlt$Alslder Nedsrption der Probe
bei einer Wellenlange von 260 nm berechnet die Software des Gerats mittels
Lambert- % H H U § V3eketzlie RNA-Konzentration der Probe in ng/pl.

LP
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Reverse Transkription (RT)

Das Umschreiben der gewonnenen RNA in komplementare DNA, engl. complementary
desoxyribonucleic acid (cDNA), wurde mit Hilfe des Omniscript® Reverse Transcriptase

Kits durchgefihrt. Das Protokoll wurde dem dazugehdrigen Handbuch enthommen.

Es wurden Reaktionsansatze mit 20 ul Gesamtvolumen gewahlt. Als Primer wurden
random-Hexamere verwendet. Dem Mastermix wurde der RNase-Inhibitor RNasin®
Plus zugesetzt. Als Kontrollen wurden pro RT-Lauf eine Wasserkontrolle ohne Probe
(engl. no template control [NTC]) und fur jede Probe eine RT-Kontrolle ohne Enzym
(RTK) mitgefuihrt. Die Zusammensetzungen der Mastermixe fir die Umschreibung der
RNA in cDNA (MM) und fir die Kontrollen ohne Enzym (MM RTK) finden sich in Tab. 6.
Der NTC wurde statt Probenverdinnung 12,75 pl RNase-freies Wasser zugegeben.

Tab. 6: Zusammensetzung der Mastermixe fur die reverse Transkription. Aufgefihrt
sind alle Komponenten der Mastermixe fur die reverse Transkription mit Endkonzentration
und Volumen pro Einzelansatz von 20 pl.

Komponente Volumen pro Volumen pro Endkonzentration im MM
Einzelansatz Einzelansatz im bzw. im MM RTK
im MM (pl) MM RTK (ul)
10 x RT-Puffer 2 2 1-fach
dNTPs 2 2 0,5 mM je dNTP
random Hexamere 2 2 10 uM
RNase-Inhibitor 0,25 0,25 0,5 U/l
Reverse Transkriptase 1 - MM: 0,2 U/ul
MM RTK: -
RNase-freies Wasser - 1
Probenverdiinnung 12,75 12,75 5 ng RNA/uI

Die Komponenten stammten mit Ausnahme der random Hexamere, des RNase-Inhibitors
und der Probenverdinnung aus dem Omniscript® Reverse Transcriptase Kit.
dNTP = Desoxyribonukleosidtriphosphate

Die Probenverdinnungen und die NTC wurden vor der Zugabe des Mastermix zur De-
naturierung der RNA im Thermocycler fur 5 min bei 65 °C inkubiert. Danach wurden die
Proben unverziglich in einen bei -20 °C vorgekuhlten Kuhlstander gestellt. Den Proben-
verdinnungen wurden jeweils 7,25 pl des jeweiligen Mastermix zugegeben. Die NTC
wurde wie die umzuschreibenden Proben mit enzymhaltigem Mastermix versetzt, die
RTK mit dem Mastermix ohne Reverse Transkriptase. Gut gemischt wurden diese
Ansatze flr eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die reverse Transkriptase wurde schlief3lich
durch eine funfmindtige Inkubation bei 97 °C inaktiviert. Die cDNA wurde bis zum

Einsatz in der real-time PCR bei -20 °C gelagert.
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Durchfiihrung der PCR

Die real-time PCR wurde mit SYBR® Green PCR Master Mix durchgefuhrt. Der
zweifach konzentrierte Master Mix wurde 1:1 verdinnt mit DEPC-behandeltem
Wasser, den jeweiligen Primerldsungen und der Probe eingesetzt. Es wurden Primer
eingesetzt, die auf Sequenzen innerhalb der Gene von Interleukin (IL-) 10, IL-12p40,
IL-18, Tumornekrosefaktor D (TNF- D, Transforming Growth Factor E(TGF-B und
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) abzielen. Das konstitutiv
exprimierte Gen fur GAPDH diente als Referenzgen zur relativen Quantifizierung der
anderen Gensequenzen. Die optimalen Konzentrationen der verwendeten Primer fr
IL-12p40, TNF- Dund TGF- Ewurden institutsintern ermittelt (Beate Appelt, unver-
offentlicht). Die Ubrigen Primer-Konzentrationen folgten institutsinternen Erfahrungs-
werten (Tab. 7).

Tab. 7. Verwendete Primer mit Zielgen, Accessionnumbers ,  Sequenzen,
Endkonzentrationen der Primer im PCR-Ansatz und Referenzen.
Zielgen  Accession- Sequenz von 5'-Ende zu 3-Ende  Endkonzentration Referenz
number (nM)
IL-10 U00799 GTGATGCCACAGGCTGAGAA 900 1
TGCTCTTGTTTTCGCAGGGCA 300 1
IL-12p40  AY603406 AACCTGCAACTGAGACCACT 300 2
ATCCTTGTGGCATGTGACTT 300 2
IL-18 AGACCTGGAATCAGATCACTTTGG 300 3
TTGTTCTCACAGGAGAGAGTAGAC 300 3
TNF-D D86587 GGCTCTCCTGTCTCCCGT 900 4
GTTGGCTACAACGTGGGC 50 4
TGF-E X76916 GAACTGCTGTGTTCGTCAGC 50 5
GGTTGTGCTGGTTGTACAGG 50 5
GAPDH GCGATACTCACTCTTCTACCTTCGA 300 6
TCGTACCAGGAAATGAGCTTGAC 300 6

(}) Lahouassa et al., 2007 (%) Tourais-Esteves et al., 2008 (®) Nagai et al., 2008
(%) Egan et al., 1996 / Schnittger et al., 2000 (°) Smeed et al., 2007 () Taubert et al., 2006

Je Ansatz wurden 18,5 B des mit Wasser und Primern vermischten SYBR® Green
PCR Master Mix in eine Vertiefung einer MicroAmp® Optical 96- Well Reaction Plate
(Reaktionsplatte mit 96 Vertiefungen fur real-time PCR-Reaktionen) gegeben. Um die
Pipettierungenauigkeit bei der Zugabe des RT-Produkts gering zu halten, wurden die
cDNA-Proben im Verhaltnis 1:12 mit Wasser (mit DEPC behandelt) vermischt.
Nachfolgend wurden jeweils 6,5 pl dieser Verdinnung in die Reaktionsansatze

gegeben. Das so pro Reaktionsansatz (Endvolumen 25 pul) eingesetzte Volumen
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entsprach 0,5 pul des unverdinnten RT-Produkts. Die Proben wurden fir jedes
Zielgen im Doppelansatz angelegt. Die Reaktionsplatten wurden mit MicroAmp®
Optical Adhesive Film-Folien abgedeckt und nach kurzer Zentrifugation (bei
Erreichen von 1000 x g gestoppt) in das 7500 Real-Time PCR-System eingelegt. In
dem zugehorigen Programm, 7500 Software v2.0.4, wurde ein Standardlauf mit
angeschlossener Schmelzkurven-Analyse eingestellt. Fur die Temperaturen wéhrend
des Laufs und die Anzahl der Zyklen siehe Tab. 8.

Tab. 8: Temperaturstadien wahrend der real-time PCR und Schmelzkurven-Analys e.
Reaktionsphase Temperatur Erhaltung der Temperatur
Vorwarmphase 50 °C 2 min
95 °C 10 min

Amplifikationsphase 95 °C 15s
(40 Zyklen) 60 °C 1 min
Schmelzkurven-Analyse 95 °C 15s
60 °C 1 min

95 °Ct 30s

60 °C 15s

(Y) Hier: Heizen auf 95 °C Uber 30 min mit kontinuierlicher Fluoreszenzmessung

Zur Kontrolle der Mastermixe und RT-Produkte auf Kontaminationen mit externen
Nukleinsauren bzw. unverdauter PBMC-DNA wurden Kontrollen mitgefuhrt. Daftr
wurden die RT-Produkte der NTC und der RTK analog zu den Proben eingesetzt. Flr
die NTC wurden jeweils zwei Replikate pro Zielgen angelegt. Die RTK wurden im
Einfachansatz nur fir GAPDH angelegt. Um die Reinheit des PCR-Mastermix zu
belegen, wurde eine PCR-Wasserkontrolle angelegt. Statt Probenverdinnung wurde
der PCR-Wasserkontrolle DEPC-behandeltes Wasser zugesetzt. Sie wurde im

Einfachansatz fur alle Zielgene mitgefthrt.

Als interne Kontrolle der Varianz wurde ein RT-Produkt mitgefuhrt, welches zuvor in
groBer Menge aus unstimulierten PBMC gewonnen, in cDNA umgesetzt und
homogen aliquotiert wurde. FiUr jeden Versuchstag wurde ein frisches Aliquot
aufgetaut und jeweils analog zu den Ubrigen Proben im Doppelansatz fur GAPDH

angelegt.
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4.7.2.2 Auswertung der Daten

Effizienzberechnung

Die Amplifikationsdaten der real-time PCR wurden in Microsoft Excel 2010 exportiert
und mit LinReg Version 11.1, einem Programm zur Analyse quantitativer real-time
PCR-Daten, verarbeitet. Aus den Amplifikationsdaten der einzelnen Reaktionen
wurde die Effektivitat der Amplifikation berechnet. Fiur jedes Primerpaar wurde eine
mittlere Effektivitat Gber alle Reaktionen bestimmt (Egemittelt).

Datenprtfung und Umgang mit fehlerhaften Laufen

Um fehlerhafte Laufe zu erkennen und diese von der Auswertung auszuschliel3en,
wurden sowohl die fir die einzelnen technischen Replikate gelisteten Fehler-
meldungen der 7500 Software v2.0.4 als auch die jeweiligen Schmelzkurven (erste
negative Ableitung der Fluoreszenzanderung Uber die Temperatur) betrachtet. Unter
den folgenden Bedingungen wurde das Ergebnis eines Replikats als nicht unein-

geschrankt auswertbar angesehen:

1) Die 7500 Software v2.0.4 JDE GLH )HK O HNbPA QliGcKtiQris DXV HV zZDU

also keine Amplifikation nachweisbar.
2) Der Hohepunkt der Schmelzkurve wich um mehr als 1 °C vom Erwartungswert? ab.

3) Die Schmelzkurve wies einen zweiten, vom Erwartungswert abweichenden

Hohepunkt auf, dessen Hohe auf der y-Achse
a) mehr als 65 % von der des H6hepunkts am Erwartungswert ausmacht.

b) mehr als 50 % von der des Hohepunkts am Erwartungswert ausmacht; das

zweite Replikat weist diesen zusétzlichen Hohepunkt nicht auf.

Trat einer dieser Falle ein, wurde das Replikat von der Auswertung ausgeschlossen.
Wurde bei einer Probe eines von zwei Replikaten ausgeschlossen, so galt fur die

weitere Auswertung der CT-Wert® des nicht ausgeschlossenen Replikats. Es wurde

2 Der Erwartungswert beschreibt die Temperatur, bei der der Héhepunkt der Schmelzkurve erwartet

wird. Dieser Wert ergab sich aus dem Median der Werte, die in 100 zufallig ausgewahlten

Experimenten fur die jeweilige Zielsequenz ermittelt wurden. Siehe Tab. 9.

3 A&73 VWH&We thwéshddd® XQG EHVFKUHLEW HLQH *U|%H GLH GHQ %HJLC
Amplifikation kennzeichnet. Von der 7500 Software v2.0.4 wird automatisch, an die Verlaufe der
Amplifikationskurven angepasst und fir jedes Primerpaar gesondert, ein Schwellenwert festgelegt.

Der CT-Wert beschreibt den Punkt der Amplifikationskurve, ab dem die gemessene Fluoreszenz

exponentiell Gber den Schwellenwert, und damit GUber die Hintergrundfluoreszenz, ansteigt.
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davon ausgegangen, dass entweder bei einem Replikat ein Fehler vorgelegen oder
aber die Konzentration der Zielsequenz in der Probe nahe der Nachweisgrenze
gelegen haben musste. Trat bei beiden Replikaten einer Probe einer der oben
genannten Félle ein, wurde angenommen, dass die Konzentration der Zielsequenz in
der Probe unterhalb der Nachweisgrenze lag. In solchen Féllen ist der von der
Software ermittelte CT-Wert, so eine Amplifikation stattgefunden hat, als verfalscht
anzusehen. Um diese Proben dennoch mit in die Auswertung ubernehmen zu
kénnen, wurde ihnen ein CT-Wert von 40 zugewiesen, wie es von Goni, Garcia et al.

(2009) fur solche Falle vorgeschlagen wurde.

Tab. 9: Erwartungswerte fiir den Hohepunkt der Schmelzkurve.

Zielsequenzen
IL-10 IL-12p40 IL-18 TNF-. TGF- GAPDH

Erwartungswert fur

den Hohepunkt der g5 2 81,9 79,1 86,6 84,6 79,6
Schmelzkurve

Datenverarbeitung

Die CT-Werte der technischen Replikate wurden jeweils in einem Mittelwert
zusammengefasst. Um zusatzlich mogliche Schwankungen im cDNA-Gehalt der
Proben auszugleichen, wurden alle Ergebnisse fir die zu analysierenden Zytokine
mit denen des Referenzgens (GAPDH) derselben Probe abgeglichen. Daflr wurde
die Differenz zwischen dem CT-Wert fir das Referenzgen und dem CT-Wert der

Zielsequenz (' CT) einer Probe (stimulierte Probe oder Mediumkontrolle) berechnet:

ACTF’robe = (CTProbe/Referenzgen - CTProbe/ZieIsequenz)

Der 'CT diente dazu, Expressionsniveaus unstimulierter oder stimulierter Zellen
auszudrucken und statistische Unterschiede zwischen solchen zu erkennen. Der
"CT einer Probe wird als Mal3 der absoluten Expression einer bestimmten

Zielsequenz angesehen.

Um die Expressionsanderung durch Stimulation relativ, also in Relation zur
Mediumkontrolle darzustellen, wurde eine Ratio berechnet. Sie ergibt sich aus der
Differenz der CT-Werte einer unbekannten Probe und einer Kontrolle, jeweils

normalisiert auf ein Referenzgen. Die Formel nach Pfaffl (2001) bezieht die Effektivi-
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tat der Amplifikation fur beide Zielsequenzen mit ein und wird in dieser Studie fir die

Berechnung der Ratio verwendet:

E (CTMKIZieIsequenz - CTProbe/ZieIsequenz)
( gemittelt/ZieIsequenz)

Ratio =
(CTIVIKIReferenzgen - CTProbe/Referenzgen)
(Egemittelt/Referenzgen)
Die Ratio wurde zur Darstellung der relativen Expression der Zielsequenzen in
stimulierten Proben herangezogen und ging wie der 'CT in die statistischen

Auswertungen ein.
4.7.3 Analyse der Proben im Durchflusszytometer

4.7.3.1 Vorbereitung der Proben und Durchfihrung der Analyse

Zur Probenanalyse wurde ein BD ) $ & 6 & D Q W RaEchflusszytometer eingesetzt.
Die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten, spezifischen Antikorper, die zur
Detektion der Zellpopulationen dienten, wurden mit Laserlicht der Wellenlangen 488
und 635 nm angeregt. Die anhand von Vorversuchen eingestellten Gerateparameter
wurden in Form von Standardprotokollen gespeichert und dann fur alle weiteren
Messungen verwendet. Unter Verwendung der geratespezifischen Software
BD )$&6'LY D @ftware v6.1.3 wurden von jeder Probe zehntausend Ereignisse
gemessen. Diese wurden als reprasentativ fur die Gesamtzahl der Zellen einer Probe
definiert. Die Aufarbeitung und Auswertung der Daten wurde ebenfalls mit Hilfe der
BD )$&6'LY D @tware v6.1.3 vorgenommen.

Die Zellpopulationen wurden nach den Parametern Grof3e, Granularitat und Fluores-
zenzeigenschaften differenziert. Diese Parameter finden bei Untersuchungen am
Durchflusszytometer Ausdruck im Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter [FSC]),
Seitwartsstreulicht (engl. sideward scatter [SSC]) und in der Fluoreszenzintensitat auf
speziellen Kandlen. Zellsubpopulationen mit gleichen Eigenschaften konnten
innerhalb elektronischer Auswertefenster (engl. gate) zusammengefasst und

weiteren Untersuchungen unterzogen werden (Abb. 3, Abb. 4).
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Abb. 3: Identifizierung  der Lymphozyten anhand ihrer GroBe und Granularitat
Dargestellt ist beispielhaft ein Dotplot, der bei der Analyse von mit ConA stimulierten PBMC
eines Versuchstiers entstanden ist. Die Zellen sind hier als Punkte ihrer GréRe und
Granularitéat nach aufgetragen. Das gate P1 wurde so gelegt, dass es die Lymphozyten
einschlief3t.
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Abb. 4: Anlegen der Grenzen des gate P5 an die Zell- bzw. Sekundarantikérper-
kontrolle. Dargestellt sind beispielhaft Dotplots einer Zell- und einer Sekundarantikdrper-
kontrolle, die bei der Analyse von PBMC eines Versuchstiers erstellt wurden. Die
Lymphozyten, die innerhalb des gate P1 (vgl. Abb. 3) liegen, sind in Abh&ngigkeit von ihren
Fluoreszenzeigenschaften im APC- bzw. FITC-Kanal dargestellt. Das im rechten, oberen
Quadranten angelegte gate flr die doppeltpositiven Zellen wurde so gelegt, dass es maximal
2 % der Zellen der Zell- bzw. Sekundarantikérperkontrolle einfasste.
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4.7.3.2 Auswertung der Daten

Fur die Auswertung wurden wie in 4.7.2.3 beschrieben die zu untersuchenden
Zellpopulationen identifiziert. Mit Hilfe der Software wurde fir die in gate P5
liegenden Lymphozyten der Median der Fluoreszenzintensitat (MdFI) fir den Kanal
bestimmt, auf dem die Fluoreszenz von PE gemessen wird. Die Fluoreszenz-
intensitat auf diesem Kanal korreliert je nach verwendetem Primé&rantikOrper mit der
Anzahl von CD25- bzw. CD26-Antigenen auf der Zelloberflache. Aus den MdFI der
technischen Replikate wurden vor weiteren Berechnungen oder statistischen Tests
Mittelwerte berechnet, die weiterhin zur Vereinfachung als MdFI bezeichnet werden.
Wahrend die MdFI die absolute Expression von CD25 bzw. CD 26 auf der Zellober-
flache darstellt, wurde zur Veranschaulichung der Anderung gegeniiber der Medium-
kontrolle die relative Expression ermittelt. Daftir wurde ein Quotient (MdFlg) aus dem
MdFI des Stimulationsansatzes und dem der zugehdrigen Mediumkontrolle (MK)

berechnet:

IVICIFlstimuIier‘t
MdF Iy

MdFlg =

4.8 Auswertung auf Einzeltierebene

Um Aussagen Uber die Eignung der untersuchten Parameter als Kenngrol3e fur
diagnostische Untersuchungen machen zu kénnen, wurde die Differenzierbarkeit von
Tieren nach ihrem Inokulationsstatus auf Einzeltierebene getestet. Fur den IFN-J
Test, den IL-10-Test, die Genexpressionsanalyse und die Analyse von Lymphozyten
mittels Durchflusszytometer wurden Grenzwerte als Entscheidungskriterien
festgelegt. Diese Grenzwerte wurden aus den Gesamtdaten der von Kontrolltieren
stammenden Proben abgeleitet. Je Parameter wurde der Mittelwert und die
Standardabweichung der bei den Kontrolltieren Uber den Versuchsverlauf ermittelten
Daten berechnet. Probenergebnisse wurden dann als positiv angesehen, wenn sie
diesen Mittelwert plus dreifacher Standardabweichung Uberstiegen. Fir den
jeweiligen Stimulationsansatz wurde je BT aus der Anzahl richtig-negativer
Ergebnisse unter den Kontrolltieren und der Gesamtzahl der Kontrolltiere die Richtig-

Negativ-Rate des Tests berechnet:
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L _ richtig negativ (n)
Richtig-Negativ-Rate = x 100
Kontrolltiere (n)

Analog dazu wurde je BT aus der Anzahl richtig-positiver Ergebnisse unter den
Versuchstieren und der Gesamtzahl der Versuchstiere die Richtig-Positiv-Rate ermittelt:
richtig positiv (n)

Richtig-Positiv-Rate = x 100
Versuchstiere (n)

Dies wurde jeweils fir die Stimulationsansatze untersucht, die gegentber der
Mediumkontrolle eine signifikante Steigerung der Zytokin-Freisetzung zeigten. Es
wurden je Stimulationsansatz sowohl die absolute (S/P-Ratios/'CT-Werte/MdFI-
Werte) wie auch die relative (SI-Werte/Ratios/MdFlg-Werte) Freisetzung bzw. Gen-
expression der Zytokine oder Expression von CD25 bzw. CD26 auf den Gedachtnis-
zellen der Berechnung zugrunde gelegt.

4.9 Statistische Auswertung

49.1 Analyse der methodischen Varianz

Die bei den ELISA und der real-time PCR mitgefuhrten internen Kontrollen dienten
der Analyse der methodisch bedingten Varianzanteile der Testsysteme. Es wurden
jeweils die S/P-Ratios bzw. die CT-Werte der internen Kontrollen fir die Berech-
nungen verwendet. So wurde mit der Statistik-Software STATGRAPHICS Centurion

XVI.I eine Varianzanalyse durchgefuhrt. Folgende Varianzanteile wurden bestimmt:

1) Der Anteil der Varianz, der auf die Unterschiede zwischen den Plattenchargen
(nur beim IFN- JELISA zutreffend) entfallt.

2) Der Anteil der Varianz, der auf die Unterschiede zwischen Tagesansatzen

entfallt.

3) Der Anteil der Varianz, der auf die Unterschiede zwischen Einzelplatten eines

Tagesansatzes entfallt.

4) Der Anteil der Varianz, der auf die Unterschiede zwischen den technischen

Replikaten einer Probe entféllt.
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Die Wurzeln dieser Varianzanteile, die Standardabweichungen, wurden als
Streuungsmalle herangezogen. Berechnung der Standardabweichung einer
Zufallsvariable X:

Standardabweichung(X) = ,/Varianz(X)

Um die Streuung in Relation zum Mittelwert zu betrachten, wurde der
Variationskoeffizient berechnet (bezogen auf eine Zufallsvariable X; E(X) steht fur

den Erwartungswert bzw. Mittelwert der Zufallsvariable X):

JJVarianz(X)

E(X)

Variationskoeffizient(X) =

4.9.2 Darstellung der Daten und Gruppenvergleiche

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Kot- und Organproben, der
Serologie, die berechneten S/P-Ratios der ELISA, die berechneten Ratios und 'CT-
Werte aus der Genexpressionsanalyse sowie die MdFI- und MdFlo-Werte aus den
Analysen am Durchflusszytometer wurden in einer Tabelle zusammengefasst. Diese
Daten wurde mit der Statistik-Software IBM® SPSS® Statistics Version 19 bearbei-
tet. Damit bei der Anwendung von statistischen Tests die Gesamtheit der im Versuch
stehenden Tiere erfasst werden konnte, wurden jeweils die Ergebnisse eines BT als
eine Einheit behandelt. Die den BT entsprechenden Wochen p.i. sowie das Alter der

Tiere finden sich in Tab. 10.

Tab. 10: Gegenuberstellung von Beprobungsturnus, Wochen p.i. und dem Alter der
Tiere. KT = Kontrolltiere; VT = Versuchstiere

Beprobungsturnus (BT)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Woche p.i. 3 7 11 15 19 23 27 31 35 39 43 47 51
(von / bis) - - - - - - - - - - - - -
6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54

Alter KT 4 8 12 16 21 25 28 34 38 43 47 51 55
(Wochen; - - - - - - - - - - - - -
von/bis) g 93 17 21 24 28 32 36 39 44 48 52 56
Alter VT 8 12 16 20 24 28 34 38 41 46 50 54 58
(Wochen; . . - - - - - - - - - - -

von/bis) 17 15 19 23 27 31 35 39 42 47 51 55 59
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Die Ergebnisse wurden grafisch dargestellt in Form von Box-Whisker-Plots, die
robuste Streuungs- und Lagemafle zusammenfassen. Die mittleren 50 % der
Datenwerte werden bei dieser Darstellungsart durch ein Rechteck eingefasst.
Dessen untere Grenze bezeichnet das untere, die obere entsprechend das obere
Quartil. Ein waagerechter Strich im Inneren kennzeichnet den Median. Bis zu einer
1,5-fachen Lange des Rechtecks filhren senkrechte Striche zu den kleinsten bzw.
grofldten Werten. Liegen Werte aul3erhalb dieser Spanne, werden sie als Ausreil3er

angesehen. Diese werden mit Kreisen und der zugehdérigen Tiernummer markiert.

Fur die Prifung der Datensétze auf signifikante Unterschiede zwischen verbundenen
Stichproben (z.B. verschiedene Stimulationsanséatze) wurde der Wilcoxon-Test
eingesetzt. Wurden Vergleiche zwischen unabhangigen Stichproben (z.B.
verschiedene Gruppen von Tieren) angestellt, so wurde der Mann-Whitney-U-Test
veUZHQGHW 'DV 6LJQLILNDQ]JQLYHDX ZXUGH MHZHLOV DXI S

Um zu prufen, ob der zeitliche Verlauf der Ausscheidung von MAP mit dem Kot, das
Ausmald der Organbesiedlung mit MAP oder das Entwickeln einer MAP-spezifischen
Antikdrperreaktion mit bestimmten Mustern in der zellvermittelten Immunitat
korrelieren, wurden retrospektiv Teilgruppen charakterisiert (Abb.5). Diese
Teilgruppen konnten im Folgenden zur Aufschlisselung von Datensatzen anderer
Parameter bzw. fur statistische Tests (Mann-Whitney-U-Test) verwendet werden.

Des Weiteren wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (Spearmans

Rho) berechnet, um Zusammenhange zwischen verschiedenen Parametern der
zellvermittelten Immunitat zu bestimmen. Das Signifikanzniveau wurde auch hier auf

S 7 IHVWJHOHJW 'LH .RUUHODWLRQHQ ZXUGHQ GHU
koeffizienten folgend bewertet (Buhl and Zoéfel 2008).
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28 Versuchstiere  Einteilung nach Parameter X

Weiterfihrende statistische Tests:
Mann-Whitney-U-Tests fiir Parameter Y
zwischen Teilgruppen

I Zum Beispiel: Mikrobiologie
der Kotproben

Teilgruppe 1:
Tiere, die voribergehend*
. MAP ausscheiden
- (Kurzausscheider)

L] o o [ o o

Teilgruppe 2:
Tiere, die anhaltend oder
intermittierend MAP
ausscheiden
(Dauerausscheider)

COOOEOaE0n
e ofn
Teilgruppe 3:

Tiere, die nicht eindeutig
zugeordnet werden kénnen

OOOoo0on

.

Zum Beispiel:

Mann-W hitney-U-Test Uber die IFN-y-
Freisetzung nach Stimulation mit JPPD
zwischen den Kurzausscheidern und den
Dauerausscheidern.

-+

Grafische Darstellung der IFN-y-
Freisetzung nach Stimulation mit JPPD
fur die Kurzausscheider und die
Dauerausscheider.

4

IFN-y-Freisetzu

u:: =
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1"‘ H -
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T 72 3 4 § & 1 85 & m ononow

Beprobungszeitraum

Abb. 5: Schematische Darstellung der Charakterisierung von Teilgruppen. Die hetero-
gene Gesamtheit der Versuchstiere wird anhand eines Parameters in Teilgruppen eingeteilt,
die fur diesen Parameter homogen sind. Diese werden im Folgenden zur Auswertung der
Ergebnisse anderer Parameter mit herangezogen. (*) Bis max. zum dritten BT

Tab. 11: Bewertung der Korrelation anhand des Rangkorrelationskoeffizienten nach

Spearman. Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman mit negativem Vorzeichen
werden ohne Beachtung desselben bewertet. Fir die Korrelation gilt jedoch, dass der
festgestellte Zusammenhang negativer Natur ist.

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

Bewertung der Korrelation

0
>0und @,2
>0,2und @,5
>0,5und @,7
>0,7und X,9
>0,9

keine
sehr gering
gering
mittel
hoch
sehr hoch
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5 Ergebnisse

51 Kontrolle des Infektionsstatus der Tiere

Um die in dieser Studie gewonnenen Daten korrekt mit dem Infektionsstatus der
Tiere in Bezug setzen zu koénnen, wurde dieser anhand von drei Parametern
kontrolliert. Daftr herangezogen wurden der kulturelle Nachweis von MAP in Kot-
und Organproben sowie der Nachweis von MAP-spezifischen Antikbrpern im Serum.
Die Kontrolltiere unterschieden sich durch ihre durchgehend negativen Befunde in
allen vorgenannten Aspekten eindeutig von den Versuchstieren. Die Ergebnisse der
Versuchstiere jedoch erwiesen sich in ihrer Auspragung nicht als einheitlich, sondern

vielmehr als interindividuell verschieden.

5.1.1 Kultureller MAP-Nachweis in Kotproben

Wahrend in Kotproben der Kontrolltiere zu keinem Zeitpunkt vermehrungsfahige
MAP nachweisbar waren (nicht dargestellt), schieden alle Versuchstiere zumindest
vorubergehend vermehrungsfahige MAP aus (Tab.12). Die Versuchstiere
unterschieden sich allerdings in der Hohe des berechneten Wachstumsindex (WI)
sowie der Kontinuitdt des MAP-Nachweises Uber den Versuchszeitraum. Bei
insgesamt zehn Versuchstieren scheint die Ausscheidung nach BT 1 bzw. BT 2
aufzuhoren. Fir funf Versuchstiere wurde zu jedem BT MAP im Kot nachgewiesen.
Bei neun Versuchstieren konnte eine intermittierende Ausscheidung von MAP

festgestellt werden.

5.1.2 Serologischer Nachweis der MAP-spezifischen Antikérperreaktion

In Serumproben der Kontrolltiere konnten zu keinem Zeitpunkt MAP-spezifische
Antikdrper nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Die Versuchstiere hingegen
zeigten Uberwiegend die Entwicklung eines stabilen MAP-spezifischen Antikorper-
Titers (Tab. 13). Dieser konnte mit Ausnahme eines Tieres (bei Tier Nr. 7 bereits in
BT 2, allerdings nicht konsistent) bei den Versuchstieren ab BT 3 nachgewiesen
werden. Doch auch unter den Versuchstieren gab es Individuen, die Uber einen
langeren Zeitraum keinen positiven Antikorpertiter ausbildeten (Tiere Nr. 6, 10, 25
und 13).



Tab. 12: Kultureller MAP-Nachweis in Kotproben von Versuchstieren.
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Dargestellt ist der

fur die technischen Replikate gemittelte Wachstumsindex der Kotproben in Abhangigkeit

vom BT.
BT
vGr Tiemr. E 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
V1 1 k 50 16 8 12
V1 2 k 37 k 12 3 ,
V1 3 k 42 k 8 0 ,
Vi 15 0O 7 k 0 O ,
V1 16 0 41 17 0 O ,
Vi 17 0 40 5 0 nd ,
V1 18 0 27 k 13 9 ,
V2 4 k 42 k 17 0 k O 8 ,
V2 6 k 41 k 0 0 O 0 o ,
V2 7 0 23 11 4 O O O k ,
V2 10 k 60 27 5 0 O O Kk ,
V2 19 k 45 23 8 0 0O O O ,
V2 20 0 43 k ,
V2 21 0 33 kK 6 10 15 5 O ,
V3 5 0 383 10 19 8 0 7 0 13 6 ,
V3 8 k 560 10 2 15 10 O 46 13 5 ,
V3 9 0 23 30 19 29 24 17 9 3 5 ,
V3 22 k 40 k 15 13 13 0 6 2 8 ,
V3 23 0 41 kK 7 0 19 k 0 k o0 ,
V3 24 k
V3 25 k k'5 0/ 4 0 0O 0O 0 O ,
V4 11 0O 46 26 2 12 10 5 32 21 28 22 25
V4 12 k 38 12 10 22 3 O 6 10 4 k 7 8 1 0
V4 13 0O 4 14 10 0 O O k O O 0 o0 k 0 0
V4 14 k 37z 25 8 k O O O O 8 5 3 3 0 10
V4 26 0O 31 10 17 32 58 71 63 63 32 22 61 65 77 68
V4 27 0 23 7 9 58 49 67 63 44 69 44 61 59 112 75
V4 28 0 32 7 31 51 19 2 0 5 4 k 0 O 0 0

VGr = Versuchsgruppe; Tiernr. = Tiernummer; BT E = Beprobung vor Inokulationsbeginn;
BT O = Beprobung QDFK $EVFKOXVV GH U Tj€ RUS ¥ednDVdksLRQgenommen;
k = fehlendes Ergebnis aufgrund von Kontamination mit schnellwachsenden Bakterien oder
Pilzen; nd = nicht durchgefihrt.
Grau hinterlegt sind Ergebnisse, die als MAP bestatigt wurden.
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Tab. 13: Nachweis MAP-spezifischer Antikdrper im Serum von Versuchstieren.
Dargestellt sind die S/P-Ratios der Serumproben in Abhangigkeit vom BT.

BT

vGr Tiemr. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
V1 1 2 4 5 134
2

V1 2 16 27 11 112

V1 3 2 4 11 25

V1 15 0 4 3 9 ,

V1 16 1 1 15 7 ,

V1 17 2 6 5 3 ,

V1 18 8 27 19 5 ,

V2 4 1 3 13 8 41 94 154

V2 6 1 3 12 11 12 4 5 ,

V2 7 2 19 135 66* 35 16 16 ,

V2 10 6 9 15 28 33 27 27

V2 19 3 1 2 121 107 106 75

V2 20 2 9

V2 21 4 2 7 27 202 230 251

V3 5 3 8 3 2 5 82 130 166 176 ,

V3 8 1 2 5 63* 168 274 261 259 254

V3 9 3 1 6 184 240 280 256 261 257 ,

V3 22 4 2 6 164 198 209 180 195 183

V3 23 1 1 8 181 228 263 243 51 226

V3 24 ,

V3 25 1 3 5 3 7 39 24 51 18

V4 11 3 6 5 38 128 229 233 240 236 252 222

V4 12 1 3 7 54 121 143 137 155 142 146 129 126 142 143
V4 3 2 7 4 8 11 5 7 3 5 4 3 3 4 5
V4 14 4 15 9 98 119 140 131 140 127 129 112 125 123 132

V4 26 14 14 12 197 244 259 233 246 244 223 222 227 249 261
V4 27 6 2 2 18 75 165 182 183 183 168 173 177 185 207
V4 28 5 24 19 174 225 229 213 203 199 177 169 164 172 185

VGr = Versuchsgruppe; Tiernr. = Tiernummer; BT O = Beprobung nach Abschluss der
, QR N X O DaWieRd&s dem Versuch genommen; (*) = Ergebnis nach Herstellerangaben
fraglich.
Grau hinterlegt sind Ergebnisse, die nach Herstellerangaben als fraglich bis positiv gewertet
wurden.
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5.1.3 Diagnostische Prazision bei der Anwendung des Tests zur Diffe-

renzierung von Kontroll- und Versuchstieren

Weder der kulturelle Nachweis von MAP in Kotproben noch der Nachweis der MAP-
spezifischen Antikdrperreaktion ergab falsch-positive Ergebnisse. Die Richtig-Positiv-
Raten schwankten jedoch Uber den Versuchszeitraum von 36,8 % bis 80,8 % flr den
kulturellen MAP-Nachweis bzw. von 0 % bis 85,7 % fir den Antikérpernachweis
(Tab. 14).

Tab. 14: Richtig-Positiv-Rate beim kulturellen MAP-Nachweis in Kotproben bzw. be im
Nachweis der MAP-spezifischen Antikorperreaktion in Abhangigkeit vom BT.

Richtig-Positiv-Rate [%] beim Nachweis von

BT MAP in Kotproben MAP-spezifischen Antikdrpern in Serumproben
1 65,4 0

2 80,8 3,8

3 53,8 30,8

4 52,6 63,2

5 36,8 73,7

6 42,1 73,7

7 69,2 76,9

8 76,9 84,6

9 57,1 85,7

10 71,4 85,7

11 66,7 85,7

12 50 83,3

13 50 83,3

514 Kultureller MAP-Nachweis in Organproben zum Sektionszeitpunkt

Auch der kulturelle MAP-Nachweis in Organproben gelang ausschliel3lich bei
inokulierten Versuchstieren (Tab. 15, Tab. 16). Aus Organproben von Kontrolltieren
gelang keine Anzucht von MAP, jedoch wurden bei drei Tieren in ein bis zwei
Lokalisationen IS 900-negative, aber IS 1245-positive Mykobakterien nachgewiesen.
Bei den Versuchstieren hingegen war, mit Ausnahme von Tier Nr. 13, bei jedem Tier

in mindestens zwei Organproben MAP nachweisbar.

Der Nachweis von MAP gelang haufiger und mit grol3erem WI bei Proben aus dem
Darmtrakt und aus darm-assoziierten Lymphknoten als bei Proben von anderen
Lokalisationen. MAP-Nachweise in nicht darm-assoziierten Lokalisationen gelangen
vor allem bei den Versuchstieren, die nach drei (V1) bzw. nach zwdlf Monaten (V4)

der Sektion zugefihrt wurden.
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In den Versuchsgruppen V1 und V4 wurden aufl3erdem die héchsten WI von allen
untersuchten Organproben gefunden. In Gruppe V1 wiesen funf von sieben Tieren
und in Gruppe V4 drei von sieben Tieren Organproben mit WI e DXI LQ GHQ
Gruppen V2 und V3 wurden keine Organproben mit einem WI Utber 70 gefunden.
Eine Korrelation zwischen der Zeit bis zur Sektion der Tiere und der Anzahl vermeh-

rungsfahiger MAP in den untersuchten Organproben war demnach nicht erkennbar.

Bereits bei den beiden Versuchstieren, die frihzeitig den Versuch verliel3en, wurde
MAP im Gewebe nachgewiesen. Das Tier Nr. 24 verstarb spontan vor der letzten
Inokulation; die Organproben konnten erst am folgenden Tag entnommen werden.
Das Tier Nr. 20 hingegen wurde aufgrund schlechter gesundheitlicher Verfassung
einen Monat p.i. aus Tierschutzgrinden euthanasiert und danach der Sektion
zugefihrt. In keinem der beiden Falle konnte MAP ursachlich fur die schlechte
Verfassung der Tiere zugeordnet werden. Die Organproben des Tieres Nr. 24
zeigten, dass MAP auch schon zum Ende der Inokulationsphase in dem darm-
assoziierten Lymphgewebe vorlag (Tab. 15). Einen Monat p.i. konnte bei dem Tier
Nr. 20 MAP im Darmgewebe, im darm-assoziierten Lymphgewebe sowie in der Leber,

dem Leberlymphknoten und der Niere nachgewiesen werden (Tab. 15, Tab. 16).

Abgesehen von den Unterschieden, die sich aufgrund des Infektionsverlaufs
zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen zeigten, unterschieden sich die
Versuchstiere innerhalb einer Versuchsgruppe ebenfalls in der Héhe der WI und in
der Ausdehnung der Befunde. Am deutlichsten zeigten sich diese Unterschiede in

Versuchsgruppe V4.
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Tab. 15 : Kultureller Nachweis von Mykobakterien in Proben aus dem Darmtrakt und

aus darm-assoziiertem Lymphgewebe bei Kontroll- und Versuchstieren. Dargestellt ist
der fur die technischen Replikate gemittelte Wachstumsindex (WI) der Organproben, in
Symbolen kodiert (+ = 0 < WI < 25; ++ =25 "WI < 50; +++ =50 "WI < 75; ++++ =75 "WI).
Es sind nur die Tiere aufgefiihrt, bei denen Koloniewachstum beobachtet wurde.

- : g 5
2 3 2 £ e ¢ £ 5 8 8 @
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VT = Versuchstier; KT = Kontrolltier; PP = 3 H\H U | Rl&tt€;HLG = Lymphatisches Gewebe;
Ln = Lymphknoten; x = keine Probe, da Gewebe autolytisch; k = kein Ergebnis, da Kultur mit
schnellwachsenden Bakterien oder Pilzen kontaminiert; (*) = Nachweis von IS 900-
negativen/IS 1245-positiven Mykobakterien. Grau hinterlegt sind Ergebnisse, die als MAP
bestatigt wurden. Die Tiere Nr. 24 und Nr. 20 verlie3en vorzeitig den Versuch.
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Tab. 16 : Kultureller Nachweis von Mykobakterien in Proben von nicht darm-
assoziierten Lokalisationen bei Kontroll- und Versuchstieren. Dargestellt ist der fur die
technischen Replikate gemittelte Wachstumsindex (WI) der Organproben, in Symbolen
kodiert (+ =0 <WI < 25; ++ = 25 "WI <50; +++ = 50 "WI < 75; ++++ = 75 "WI). Es sind
nur die Tiere aufgefiihrt, bei denen Koloniewachstum beobachtet wurde.
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VT = Versuchstier; KT = Kontrolltier; Ln = Lymphknoten; k =kein Ergebnis, da Kultur mit
schnellwachsenden Bakterien oder Pilzen kontaminiert; (*) = Nachweis von IS 900-
negativen/IS 1245-positiven Mykobakterien. Grau hinterlegt sind Ergebnisse, die als MAP
bestatigt wurden. Die Tiere Nr. 24 und Nr. 20 verlie3en vorzeitig den Versuch.
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5.2 Vorgehen bei der Auswertung der Daten des IFN-  JTests, des IL- 10-Tests,
der Genexpressionsanalysen und der Quantifizierung der Aktivierungs-

molekul-Expression auf T-Gedachtniszellen

Um die Lesbarkeit der folgenden Kapitel zu erh6hen sei kurz zusammengefasst, wie
sich die Kapitel 5.3, 5.4, 5.5 und 5.6 aufbauen. Die ersten drei Kapitel beginnen mit
einer Varianzanalyse des Testsystems, flr die Daten der jeweils mitgefuhrten
internen Kontrollen ausgewertet wurden. Bei der Quantifizierung der Expression von
Aktivierungsmolekillen auf T-Gedachtniszellen wurde keine solche Kontrolle mit-
gefuhrt. Gegebenenfalls wurden in diesem Abschnitt auch andere mdgliche Einflisse
auf die Testergebnisse untersucht. Als nachstes wurden die Verhdltnisse bei den
unstimulierten PBMC dargestellt. Diese reflektieren die spontane Sekretion oder
Genexpression von Zytokinen bzw. die spontane Expression von Aktivierungs-
molekilen auf T-Gedachtniszellen. Nachfolgend wurde gezeigt, dass die PBMC die
Fahigkeit besalRen, auf geeignete Stimuli (Positivkontrollen) mit einer Veranderung
der zu messenden Parameter zu reagieren. Mit dieser Voraussetzung wurde dann
die Anderung der Messparameter nach spezifischer Stimulation untersucht. Diese
reflektiert das Vorkommen und die Reaktion von auf das jeweilige Antigen (oder
eines der Antigene) spezifisch reagierenden Immunzellen im peripheren Blut. Zum
Schluss der einzelnen Kapitel wurde das diagnostische Potential des jeweiligen
Tests unter den Voraussetzungen dieser Studie mit den beschriebenen Mess-
parametern dargestellt. Dafur wurden nach Festlegung eines Grenzwertes fur das
7HVW H U JH E@GIRV AW$ ¥ -NeghathKunoLRIchtig-Positiv-Raten berechnet.

5.3 Ergebnisse des IFN- JTests

Anhand des IFN- JTests wurden die spontane IFN- JFreisetzung in unstimulierten
PBMC sowie die Freisetzung von IFN- Jnach Stimulation der PBMC charakterisiert.
Die errechneten S/P-Ratios bzw. SI-Werte wurden zur sprachlichen Vereinfachung
LP JOLH%WH[W DXFK PIQVHANEHWR®RWHE ]|ZL - Auis@DWEYH )1

bezeichnet.
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5.3.1 Untersuchung der Varianz der mit dem IFN- JELISA ermittelten
Daten und des Einflusses von Rangordnungsneubildungen auf die

Freisetzung von IFN- J

Um verfahrensbedingte Einflisse auf die IFN-JFreisetzung wahrend der
Durchfiihrung des IFN- JELISA beschreiben zu kénnen, wurden die S/P-Ratios der
internen Kontrollen mittels Varianzanalyse untersucht (Tab. 17). Die Gesamtvarianz
der S/P-Ratios betrug fir den IFN- JELISA 0,02. Die Plattenchargen (Beschichtungs-
ansatze) hatten dabei mit 63,2 % den grof3ten Anteil an der Gesamtvarianz. Die
Tagesanséatze machten einen Anteil von 24,4%, die Einzelplatten eines
Tagesansatzes 10,4 % aus. Auf die technischen Replikate einer Probe entfielen
lediglich 2,1 %.

Tab. 17: Einfluisse der Plattenchargen, Tagesansétze, Einzelplatten und technisc hen
Replikate einer Probe auf die Varianz der S/P-Ratios der internen Kontrolle im IFN- J
ELISA. In den Test gingen 5 Plattenchargen und 19 Tagesansatze auf insgesamt 178
Einzelplatten mit je 2 technischen Replikaten ein (356 Einzelwerte).

Einflussgrof3e Varianzanteil der Anteil an der Standard- Variations-
EinflussgroRe  Gesamtvarianz [%] abweichung koeffizient [%]

Plattenchargen ,012 63,2 111 17,37
Tagesansatze ,005 24,4 ,069 10,83

Einzelplatten eines ,002 10,4 ,045 7,09
Tagesansatzes

Technische Replikate ,000 2,1 ,020 3,09
einer Probe
Alle EinflussgroRen ,020 100 , 122 19,09
zusammengefasst

Weiterhin wurde der Einfluss von Rangordnungsneubildungen auf die Freisetzung
von IFN- Juntersucht. Diese kamen nach Sektionen vor, da es durch Wegnahme von
Tieren aus den Versuchsraumen zu Veranderungen in der Gruppenzusammen-
setzung kam. Um einen moglichen Effekt auf die Testergebnisse zu untersuchen,
wurden die Tiere fir jeden Beprobungszeitpunkt danach kategorisiert, ob in der
vorangegangenen Woche aus ihrem Versuchsraum ein Tier der Sektion zugefihrt
ZXUGH A5DQJRUGQXQJ EHHLQIOXVVWS3® RGHU RE GLH *U
Versuchsraum in der vorangegangenen Woche gleich geblieben war A Sifordnung
XQEHHLQIOXVVWS: ‘'LH . RQWUROOWLHUH OLH%H® WLHK GDK
alle in einem Raum standen. Bei den Versuchstieren zeigte sich jedoch, unabhéngig
YRP EHWUDFKWHWHQ 6WLPXODWLRQVDQVDW] EMRJIGHQ 71
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EHHLQIOXVVW?3 HLQH 7HQGHQ]- Jhteisetzané bls KeiKTheteh Qer ) 1
*UXSSH A5DQJRUGQXQJ X Q& HleL\etsrhiedani? des Er&isetzung
von IFN-J zwischen den Gruppen war allerdings nur in Einzelfallen statistisch
signifikant (Abb. 6, Tab. 18).

Tab. 18: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jzwischen
Tieren, deren Rangordnung vor Probenahme beeinflusst bzw. Tieren, deren

Rangordnung vor Probenahme unbeeinflusst war. Dargestellt ist die exakte Signifikanz
(zweiseitig; Mann Whitney-U-Test).
Medium- JPPD APPD MAP 1365 ConA
BT kontrolle 4 pg/ml 125 LLE./ml 5 pg/ml 20 pg/ml
3 ,000 ,311 479 ,000 ,223
6 ,120 ,167 ,083 ,592 ,083
13 ,800 ,133 1,000 ,133 ,533

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Die
Tiere mit der beeinflussten Rangordnung haben jeweils die héheren S/P-Ratios.
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5.3.2 IFN- JFreisetzung in unstimulierten PBMC

Die spontane IFN- JFreisetzung der PBMC von Kontroll- und Versuchstieren variierte
von Beprobung zu Beprobung, zeigte aber keine Entwicklung tber den Versuchs-
zeitraum. Die Streuung der S/P-Ratios von Mediumkontrollen war jedoch sowohl bei
den Kontroll- als auch bei den Versuchstieren in BT 1 groRRer als in nachfolgenden

BT (Abb. 7).

30,

: He
: 3] % B é Ea;;?l%I £ Q éé SEa

IFN-y-Freisetzung (S/P-Ratio)

HI+—o

07
T T 1T 1T 1T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Beprobungsturnus
Abb. 7: IFN- JFreisetzung der Mediumkontrolle in Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist

die S/P-Ratio der fur 24 h inkubierten Mediumkontrolle in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).

0 = Kontrolltiere; O = Versuchstiere.

Verglich man jeweils die Kontroll- und Versuchstiere eines BT miteinander, so
ergaben sich in der IFN- JFreisetzung zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede
(Tab. 19). Bericksichtigte man die Altersdifferenz der Kontroll- und Versuchstiere
und testete die IFN-JFreisetzung der Versuchstiere gegen die altersgleicher
Kontrolltiere (einen BT spéater untersucht), so konnten signifikante Unterschiede fur

BT 2 bis BT 4 festgestellt werden (Tab. 19). Dabei war in BT 2 die IFN- JFreisetzung
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bei den Versuchstieren hoher als bei den Kontrolltieren; in BT 3 und BT 4 verhielt es

sich umgekehrt.

Tab. 19: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios von Mediumkontrollen fur den
Nachweis von IFN- Jzwischen Versuchs- und Kontrolltieren. Testung zwischen Tieren
eines BT und Testung zwischen altersgleichen Tieren. Dargestellt ist die exakte
Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).

Testung zwischen Testung zwischen
Tieren eines BT altersgleichen Tieren
BT exakte Signifikanz BT exakte Signifikanz
(zweiseitig) (zweiseitig)
1 ,081 1/2 ,969
2 ,636 2/3 ,000
3 ,673 3/4 .000
4 ,935 4/5 ,020
5 ,570 5/6 ,054
6 ,158 6/7 ,932
7 ,110 7/8 ,522
8 ,832 8/9 ,164
9 ,142 9/10 ,097
10 ,805 10/11 ,128
11 , 731 11/12 ,181
12 ,945 12/13 ,509
13 277

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios der Versuchstiere signifikant héher als die
der Kontrolltiere. Unterstrichen sind Félle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

5.3.3 Induzierbarkeit erhohter IFN-  JFreisetzung durch ConA

Es sollte bestatigt werden, dass die Methode geeignet ist, bei isolierten PBMC ex
vivo induzierte Steigerungen der IFN- JFreisetzung nachzuweisen. Dafir wurde der
Nachweis erbracht, dass die gemessene Freisetzung von IFN-Jin der Positiv-
kontrolle zu jedem Zeitpunkt héher war als in der Mediumkontrolle: Sowohl bei den
Kontroll- als auch bei den Versuchstieren zeigten die PBMC nach ConA-Stimulation
eine signifikant hohere IFN- JFreisetzung als in der Mediumkontrolle (Tab. 20). Bei
den Versuchstieren konnten von BT 2 (bei Testung altersgleicher Tiere) bzw. von
BT 3 (bei Testung von Tieren eines BT) bis BT 7 signifikant hohere S/P-Ratios

festgestellt werden als bei den Kontrolltieren (Tab. 21).
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Tab. 20: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jzwischen
mit ConA (20 pg/ml) stimulierten PBMC und der Mediumkontrolle. Dargestellt ist die
exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

BT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Kontrolltiere ,004 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001 ,002 ,004 ,016 ,016 ,016 ,016
Versuchstiere ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,016 ,016 ,031 ,031 ,031

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Die
S/P-Ratios waren jeweils nach ConA-Stimulation signifikant hoher als die der Medium-
kontrolle.

Tab. 21: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fiir den Nachweis von IFN- J nach
ConA-Stimulation (20 pg/ml) zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren.
Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).

Testung BT

zwischen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tieren eines BT ,408 ,107 ,000 ,000 ,000 ,000 ,003 ,257 ,210 ,620 ,628 ,445 ,836
Altersgleichen ,041 ,000 ,017 ,000 ,000 ,000 ,000 ,003 ,209 ,805 ,181 ,534
Tieren

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios der Versuchstiere signifikant héher als die
der Kontrolltiere. Unterstrichen sind Félle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

5.34 IFN- JFreisetzung in restimulierten PBMC

Zur statistischen Untermauerung der antigen-induzierten Freisetzung von IFN-J
wurden die S/P-Ratios der Antigen-Stimulationsansatze (JPPD, APPD, MAP 1365,
MAP 0268c, MAP 3651c und BLAQ) gegen die der zugehérigen Mediumkontrollen
getestet (Tab. 22). Wahrend keines der getesteten Stimulantien bei den PBMC von
Kontrolltieren eine signifikant erhdhte Freisetzung von IFN- Jinduzierte, zeigten die
PBMC von Versuchstieren eine signifikant erhdhte Freisetzung von IFN-J nach
Stimulation mit JPPD, APPD und MAP 3651c. JPPD induzierte in PBMC von
Versuchstieren von BT 2 bis zum Ende des Versuchs eine signifikant hdhere
Freisetzung von IFN-J APPD erreichte dies nicht durchgehend. Fur das
rekombinante MAP-Protein MAP 3651c war lediglich in BT 5 eine signifikante
Erhéhung der IFN- JFreisetzung zu verzeichnen. Unabhangig vom Infektionsstatus
der Tiere war nach Stimulation der PBMC mit den rekombinanten MAP-Proteinen

1365, 0268c und BLAg die IFN- JFreisetzung zu keinem Zeitpunkt signifikant erhoht.
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Tab. 22: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jzwischen
den Stimulationsanséatzen und der Mediumkontrolle. Dargestellt ist die exakte Signifikanz
(zweiseitig; Wilcoxon-Test).

exakte Signifikanz zweiseitig bei entsprechender Testvariable
rekombinantes MAP Antigen

JPPD APPD 1365 0268c 3651c BLAg
BT 4 pug/ml 125 I.E. 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml

1 .000 .000 .000 .000 .000

2 413 ,252 562 ,375 ,940

3 012 009 ,368 231 074

4 454 021 ,083 117 ,013

o 5 ,839 ,455 519 ,685 ,486

g 6 787 .001 .001 005 .008

g 7 542 ,002 ,002 ,048 ,204
é 8 1,000 .002 .012 .010 .002 .004
9 ,570 ,020 039 297 ,203 ,008
10 438 578 016 578 ,078 ,688
11 1,000 ,078 281 ,078 016 ,688
12 ,078 .016 .016 .016 .016 031
13 1,000 ,016 016 016 016 ,063

1 .001 .000 .001 .000 .000

2 ,000 ,000 578 ,090 ,367

3 ,000 ,000 ,520 247 ,075

4 ,000 ,000 ,352 241 465

o 5 ,000 ,000 ,568 ,551 ,035

2 6 ,000 ,000 014 012 ,084

§ 7 ,000 ,013 ,486 622 1,000
£ 8 ,000 ,635 001 013 ,006 ,004
> 9 ,016 ,016 ,031 ,031 1,000 ,016
10 ,016 ,047 031 ,938 ,938 297
11 ,031 ,313 031 031 031 ,125
12 ,031 ,313 031 031 031 ,188
13 ,031 1,000 031 031 031 031

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios der Stimulationsansatze signifikant hoher
als die der Mediumkontrolle. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

Das rekombinante MAP-Antigen BLAg wurde erst ab der 33. Woche p.i. (in BT 8) eingesetzt.

Die Stimulationsanséatze mit JPPD, APPD und MAP 3651c, die bei den Versuchs-
tieren signifikant die Freisetzung von IFN- Jinduzierten, unterschieden sich jedoch
untereinander deutlich in der Hohe der induzierten IFN- JFreisetzung (Tab. 23,
Abb. 8). Diese war zu fast jedem Zeitpunkt bei JPPD-Stimulation signifikant hoher als

bei Stimulation mit APPD bzw. MAP 3651c. Die Stimulation mit APPD ergab in der
Mehrzahl der BT signifikant héhere Werte als die mit MAP 3651c.
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Tab. 23: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jzwischen
den Stimulationsansatzen mit JPPD, APPD bzw. MAP 3651c bei Versuchstieren.
Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

BT  JPPD (4 pg/ml) vs JPPD (4 pg/ml) vs APPD (125 I.LE./ml) vs
APPD (125 I.E./ml) MAP 3651c (5 pg/ml) MAP 3651c (5 pg/ml)
1 ,002 ,066 ,671
2 ,000 ,000 ,000
3 ,000 ,000 ,000
4 ,000 ,000 ,000
o 5 ,000 ,000 ,000
% 6 ,000 ,000 ,002
s 7 ,000 ,000 ,893
g 8 ,000 ,000 168
> 9 ,016 ,016 ,078
10 ,016 ,016 ,297
11 ,031 ,031 ,063
12 ,031 ,031 ,031
13 ,031 ,031 ,031

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Es sind
jeweils die S/P-Ratios des erstgenannten Stimulationsansatzes signifikant héher als die des
zweitgenannten Stimulationsansatzes.

Die Entwicklung der IFN- JFreisetzung stimulierter PBMC Uber den Versuchsverlauf
war bei den Kontroll- und Versuchstieren unterschiedlich (Abb. 8). Bei den Kontroll-
tieren anderte sie sich kaum, es konnte allerdings eine hdhere Streuung der
S/P-Ratios im ersten BT festgehalten werden. Bei den Versuchstieren hingegen
zeigte sich ein charakteristischer Verlauf der IFN- 3Freisetzung. Sowohl durch JPPD
wie auch durch APPD induziert stieg bei den Versuchstieren die gemessene
Freisetzung von IFN- Jbis zum BT 5 an und sank dann bis zum Versuchsende wieder
ab. Das Ausgangsniveau wurde bei JPPD-Stimulation jedoch nicht wieder erreicht.
MAP 3651c induzierte, uber die Gesamtheit der untersuchten Versuchstiere
betrachtet, nur in BT 5 signifikant die Freisetzung von IFN-J erzielte aber bei
einzelnen Versuchstieren gegeniber der Mediumkontrolle erhdohte Ergebnisse
(Abb. 9). Diese waren ihrem Ausmald nach nicht mit der JPPD-Stimulation
vergleichbar, standen aber in einem zeitlichen Zusammenhang mit der gesteigerten
Reaktion auf JPPD.
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Abb. 8: IFN- JFreisetzung von mit JPPD, APPD bzw. MAP 3651c stimulierten PBMC in Abh angigkeit vom BT. Kontrolltiere und
Versuchstiere. Dargestellt ist die S/P-Ratio der fur 24 h mit JPPD (4 ug/ml), APPD (125 I.E./ml) bzw. MAP 3651c (5 pg/ml) stimulierten PBMC in
Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).

O =JPPD; A = APPD; L1= MAP 3651c.
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Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist die S/P-Ratio der fir 24 h mit JPPD (4 pg/ml) bzw. MAP 3651c (5 pg/ml) stimulierten PBMC und der

Mediumkontrolle von den Versuchstieren 08, 19, 26 und 28 in Balkendiagrammen.

O = JPPD; A = MAP 3651c; [1= Mediumkontrolle.
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Die absolute IFN- JFreisetzung war bei den Versuchstieren oftmals signifikant hoher als
bei den Kontrolltieren (Tab. 24). Dies galt vor allem fiir die JPPD-Stimulation: Sowohl beim
Vergleich von Tieren eines BT als auch beim Vergleich von altersgleichen Tieren war der
Unterschied von BT 1 bzw. BT 2 an statistisch signifikant. Fir die Stimulation mit APPD
konnte dies nicht durchgehend, aber in der Mehrzahl der Falle dargestellt werden. Nach
Stimulation mit den rekombinanten Proteinen unterschieden sich die Tiergruppen bei
beiden Tests nur vereinzelt signifikant, beim Vergleich altersgleicher Tiere zeigten teil-

weise sogar die PBMC der Kontrolltiere die hthere IFN- JFreisetzung (Tab. 24).

Tab. 24: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jzwischen
den Versuchs- und den Kontrolltieren. Testung zwischen Tieren eines BT und Testung
zwischen altersgleichen Tieren.  Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-
Whitney-U-Test).

rekombinantes MAP-Antigen
JPPD APPD MAP 1365 MAP 0268c MAP 3651c BLAg

BT 4 ug/ml 125 L.E. 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml
1 ,005 1032 ,020 042 065
2 ,000 ,000 530 730 1969
3 ,000 ,000 788 1969 1,000
c 4 ,000 ,003 087 497 595
2k 5 ,000 ,000 677 880 426
28 6 ,000 ,000 ,004 ,099 ,001
N g 7 ,000 ,000 ,000 ,016 ,002
S 5 8 ,004 335 637 693 446 842
2 9 9 ,000 ,000 606 1,000 ,001 397
= 10 ,001 073 902 902 259 ,902
11 ,001 181 945 1,000 628 945
12 ,008 022 836 836 945 1,000
13 ,001 073 759 731 628 445
1/2 416 084 112 079 .000
2/3 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
_ 34 ,000 011 ,001 ,000 ,000
S 2 45 ,000 108 ,084 254 ,092
S F 56 ,000 ,000 ,002 ,001 ,000
= 3 67 ,000 ,000 677 426 254
o S 78 ,000 ,002 ,006 186 ,010
25 89 ,000 024 324 324 209 ,016
L & 910 001 ,002 ,004 ,902 ,002 ,902
©® 10/11  ,001 535 ,053 318 710 038
11/12 | ,001 366 628 295 445 279
12/13 | ,001 ,051 1,000 945 1,000 731

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios der Versuchstiere signifikant hoher als die
der Kontrolltiere. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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Verglich man statt der durch die S/P-Ratios festgehaltenen, absoluten Werte die
durch den Sl reprasentierte relative IFN- JFreisetzung, die die Relation zur Medium-

kontrolle widerspiegelt, so zeigte sich ein sehr &hnliches Bild (Tab. 25).

Tab. 25: p-Werte beim Vergleich der SI-Werte fur den Nachweis von IFN- Jzwischen
den Versuchs- und den Kontrolltieren. Testung zwischen Tieren eines BT und Testung
zwischen altersgleichen Tieren.  Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-
Whitney-U-Test).

rekombinantes MAP-Antigen
JPPD APPD MAP 1365 MAP 0268c MAP 3651c BLAg

BT 4 ug/ml 125 L.E. 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml
1 715 414 1604 715 977
2 ,000 ,001 1995 1,000 501
3 ,000 ,000 ,908 913 668
c 4 ,000 ,000 545 243 641
£ kb 5 ,000 ,000 144 238 042
28 o ,000 ,000 420 769 108
Nog 7 ,000 ,000 ,040 426 ,066
S g 8 ,000 1151 976 796 104 968
z g 9 ,000 ,001 299 135 977 179
= 10 ,001 1301 805 1902 535 805
11 ,001 138 976 386 558 628
12 ,001 ,001 423 421 1366 469
13 ,001 ,020 181 ,051 628 219
1/2 .016 .001 .002 .001 .002
2/3 ,000 ,000 408 126 465
_ 34 ,000 ,000 437 730 944
S S a5 ,000 ,000 ,650 238 734
S F 56 ,000 ,000 ,002 ,005 ,001
= 3 67 ,000 ,000 887 443 409
o S 78 ,000 ,000 017 533 ,001
23 89 ,000 1106 431 501 421 360
L & 910 = 001 ,051 ,902 ,008 456 024
© 1011 = ,001 004 259 073 259 644
11/12 | ,001 ,009 ,001 181 110 387
12/13 = ,001 ,001 1101 046 295 867

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die SI-Werte der Versuchstiere signifikant hoher als die
der Kontrolltiere. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

5.35 Einfluss 1L-10 blockierender Antikorper auf die IFN-  JFreisetzung
restimulierter PBMC

Um zu prufen, ob die Anwesenheit von IL-10 blockierenden Antikdrpern (IL-10-Block)

wahrend der Stimulation mit JPPD Einfluss auf die IFN- JFreisetzung hat, wurden die
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verschiedenen Stimulationsansatze mit JPPD statistisch gegeneinander getestet. Die
Verwendung des IL-10-Block bei JPPD-stimulierten PBMC von Kontrolltieren zeigte
im Vergleich zur alleinigen Verwendung von JPPD keinen Effekt (Tab. 26A). Bei
PBMC von Versuchstieren lie3 sich die IFN- 3Freisetzung jedoch durch den IL-10-
Block fast durchgehend signifikant steigern (Tab. 26B). Der eingesetzte Kontroll-
antikorper hingegen hatte bei den Versuchstieren keinen Einfluss auf die Hohe der
IFN- JFreisetzung. Bei den Kontrolltieren war die Freisetzung von IFN- Junter Zugabe
des Kontrollantikdrpers in BT 4 und BT 5 signifikant héher (Tab. 26A/B).

Tab. 26A/B: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fir den Nachweis von IFN- J
zwischen verschiedenen Stimulationsansatzen mit JPPD. A: Kontrolltiere;
B: Versuchstiere. Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

Tab. 26A

BT
1 2 3 4 5 6
Testvariable 1 Testvariable2 (n=11) (n=11) (n=16) (n=16) (h=13) (n=3)
JPPD JPPD + ,129 ,083 ,706 .026 ,312 ,250
% IL-10-Block
= JPPD JPPD + ,064 ,175 274 ,004 ,040 ,250
% Kontroll-AK
S JPPD + JPPD + ,001 ,032 ,104 ,042 ,064 ,500
Kontroll-AK IL-10-Block
Tab. 26B
BT
1 2 3 4 5 6
Testvariable 1 Testvariable2 (n=20) (n=19) (n=26) (n=17) (n=19) (n=06)
o JPPD JPPD + ,123 ,000 ,000 ,000 ,036 ,219
© IL-10-Block
E JPPD JPPD + ,181 ,595 27 ,181 1,000 ,156
% Kontroll-AK
E JPPD + JPPD + ,002 ,000 ,000 ,000 ,016 1,000

Kontroll-AK IL-10-Block

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios der Testvariable 2 signifikant gréRer als die
der Testvariable 1. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

Die PBMC der Kontrolltiere zeigten bei keinem der drei Stimulationsansatze eine
signifikant hohere IFN- JFreisetzung als in der Mediumkontrolle (Tab. 27). Die PBMC
der Versuchstiere hingegen setzten in allen drei Stimulationsansitzen ab BT 2

signifikant mehr IFN- Jfrei als in der Mediumkontrolle.
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Tab. 27: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jzwischen
den Stimulationsansatzen mit JPPD und der Mediumkontrolle. Dargestellt ist die exakte
Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

JPPD (4 pg/ml)
BT ohne Antikorper  + IL-10-Block (2,5 pg/ml)  + Kontrollantikdrper (2,5 pg/ml)

1 .000 .001 .001
o 2 413 625 365
% 3 .012 .034 .029
£ 4 454 ,039 ,005
S 5 ,839 ,635 244
6 787 250 250
1 .001 .000 .000
S 2 ,000 ,000 ,000
3 3 ,000 ,000 ,000
S 4 ,000 ,000 ,000
g 5 ,000 ,000 ,000
6 ,000 ,031 ,031

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios der Stimulationsansatze signifikant hoher
als die der Mediumkontrolle. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

5.3.6 Diagnostische Préazision bei der Anwendung des Tests zu r

Differenzierung von Kontroll- und Versuchstieren

Die Stimulationsansatze, die gegenuber der Mediumkontrolle eine signifikant erhéhte
Freisetzung von IFN- Jzeigten, sollten auch auf Einzeltierebene auf ihre Eignung fir
diagnostische Zwecke getestet werden. Dafur wurde fur die betreffende Grolie aus
der Gesamtheit der von Kontrolltieren stammenden Ergebnisse ein Grenzwert
festgelegt. Dieser entspricht dem Mittelwert der Ergebnisse aller Kontrolltiere, zu dem
die dreifache Standardabweichung dieser Ergebnisse addiert wurde. Mit Hilfe des
Grenzwertes wurden fur die jeweiligen BT separat die Raten der richtig-negativ und
richtig-positiv  bestimmten Fé&lle bestimmt. Diese verhielten sich bei den
verschiedenen Stimulationsanséatzen unterschiedlich (Tab. 28). Beide Raten waren
am hochsten, wenn der Testung der Sl von Stimulationsansatzen mit JPPD bzw. von
JPPD unter Zugabe von IL-10-Block zugrunde gelegt wurde. Damit wurden Uber den
gesamten Versuchsverlauf eine Richtig-Negativ-Rate von 100% und ab BT 2
Richtig-Positiv-Raten von 68,4 bis 100 % erreicht. Die entsprechenden Stimulations-
ansatze mit APPD zeigten nicht durchgehend eine Richtig-Negativ-Rate von 100 %
und wesentlich geringere Richtig-Positiv-Raten (0,0 bis 73,7 %). Die Stimulation mit
MAP 3651c fiihrte ebenfalls in Einzelfallen zu falsch-positiven Ergebnissen. Die
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Richtig-Positiv-Raten waren bei Stimulation mit MAP 3651c wiederum wesentlich

geringer als die bei APPD-Stimulation und rangierten nur noch von 0,0 bis 26,9 %.

Tab. 28: Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-Raten des IFN- JTests bei Auswertung
auf Grundlage von S/P-Ratios bzw. SI-Werten verschiedener Stimulationsansétze.
Dargestellt sind die berechneten Grenzwerte (GW) sowie die Richtig-Negativ-Rate und die
Richtig-Positiv-Rate bei Anwendung des jeweiligen Parameters in der Einzeltiertestung in
Abhangigkeit vom BT. Ergebnisse wurden daflr als positiv angesehen, wenn sie den GW
Uberschritten. Dieser entspricht dem Mittelwert der Gesamtergebnisse der Kontrolltiere
addiert mit der dreifachen Standardabweichung.

S/P-Ratio SI
Stimulationsansatz
JPPD JPPD + APPD MAP JPPD JPPD + APPD MAP

BT IL-10-Block 3651c IL-10-Block 3651cC
GW / 0,168 0,192 0,159 0,147 1,217 1,269 1,318 1,508

1 813 72,7 81,3 93,75 100 100 100 93,75

2 100 100 100 100 100 100 100 100
= 3 100 100 100 100 100 100 100 100
= 4 100 100 100 100 100 100 100 100
% 5 100 100 100 92,3 100 100 92,3 100
“;‘ 6 100 100 100 100 100 100 100 100
g 7 100 100 100 100 100 100
2 8 100 100 100 100 100 100
S 9 100 100 100 100 100 100
£ 10 100 100 100 100 57,1 100
@ 11 100 100 100 100 100 100

12 100 100 100 100 100 100

13 100 100 100 100 100 100

1 26,9 35,0 269 0,0 7.7 0,0 00 0,0

2 684 63,2 346 0,0 68,4 84,2 61,5 0,0
3 731 80,8 26,9 0,0 96,2 92,3 654 7,7
S a4 722 76,5 52,6 10,5 100 100 68,4 15,8
g 5 895 89,5 73,7 21,1 100 100 73,7 21,1
0; 6 94,7 50,0 31,6 5,3 94,7 83,3 52,6 5,3
£ 7 923 77 231 100 23,1 23,1
S 8 462 154 0,0 76,9 23,1 0,0
2 9 100 14,3 14,3 100 71,4 14,3
S 10 57,1 0,0 0,0 100 28,6 14,3
T 11 833 00 00 100 333 0,0

12 83,3 16,7 0,0 100 00 0,0

=
w

66,7 0,0 0,0 83,3 0,0 0,0
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54 Ergebnisse des IL- 10-Tests

Mittels IL-10-Test wurde die spontane Freisetzung von IL-10 durch unstimulierte

PBMC bzw. die nach Restimulation der PBMC messbare IL-10-Freisetzung

untersucht. Die aus den Rohdaten berechneten S/P-Ratios bzw. SI-Werte wurden

]IXU VSUDFKOLFKHQ 9HUHLQIDFKXQJ LP )aQ-heHNNHW DOQRR [
E]Z AUHODWUWHVHW]XQJ3 EHJHLFKQHW

54.1 Untersuchung der Varianz der mit dem IL-  10-ELISA ermittelten Daten

Mittels Varianzanalyse wurden die verfahrensbedingten Einflisse des IL-10-ELISA
auf die Varianz der internen Kontrolle berechnet (Tab. 29). Die Gesamtvarianz der
S/P-Ratios der internen Kontrolle im IL-10-ELISA betrug 0,006. Den gr63ten Antell
an der Gesamtvarianz machten dabei die Tagesansatze mit einem Anteil von 63,9 %
aus. Es entfielen weitere 23,5 % auf die Einzelplatten eines Tagesansatzes und

12,5 % auf die technischen Replikate einer Probe.

Tab. 29: Einflisse der Tagesansatze, Einzelplatten und technischen Replikate einer
Probe auf die Varianz der S/P-Ratios der internen Kontrolle im IL- 10-ELISA. In den Test
gingen 6 Tagesansatze auf insgesamt 40 Einzelplatten mit je 2 technischen Replikaten ein
(80 Einzelwerte).

Einflussgrofi3e Varianzanteil der Anteil an der Standard- Variations-
EinflussgroBe  Gesamtvarianz [%] abweichung koeffizient [%]
Tagesansatze ,004 63,9 ,061 14,68
Einzelplatten eines ,001 23,5 ,037 8,90
Tagesansatzes
Technische ,001 12,5 ,027 6,47
Replikate einer
Probe
Alle EinflussgroéfRen ,006 100 ,079 19,07
zusammengefasst
5.4.2 IL-10-Freisetzung in unstimulierten PBMC

Sowohl bei den Kontrolltieren als auch bei den Versuchstieren war die Freisetzung
von IL-10 bei der ersten Durchfihrung des ELISA im BT 2 am hdchsten und zeigte
danach eine abfallende Tendenz (Abb. 10). Die Werte des BT 2 waren bei beiden
Tiergruppen signifikant hoher als die des BT 4, BT 10 und BT 12 (Tab. 30).
Insgesamt war die IL-10-Freisetzung weitgehend unbeeinflusst vom Infektionsstatus
der Tiere. Lediglich in BT 4 zeigte sie sich bei den Versuchstieren signifikant hoher
als bei den Kontrolltieren (Abb. 10).
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Abb. 10: IL- 10-Freisetzung der Mediumkontrolle in Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist

die S/P-Ratio der Mediumkontrolle nach 64 h Inkubation in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
O = Kontrolltiere; O = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den
S/P-Ratios der Kontroll- und der Versuchstiere.
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Tab. 30: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios der Mediumkontrolle fiir den Nachweis
von IL-10 zwischen verschiedenen BT. Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig;
Wilcoxon-Test).

IL-10 in Mediumkontrolle exakte Signifikanz zweiseitig

Testvariable 1 Testvariable 2 Kontrolltiere Versuchstiere
BT 2 BT 4 ,016 ,047
BT 2 BT 6 ,156 ,078
BT 2 BT 8 ,297 ,375
BT 2 BT 10 ,016 ,016
BT 2 BT 12 ,031 ,031
BT 4 BT 6 ,016 ,938
BT 4 BT 8 ,078 1,000
BT 4 BT 10 375 ,813
BT 4 BT 12 ,688 ,219
BT 6 BT 8 ,938 ,469
BT 6 BT 10 ,156 ,469
BT 6 BT 12 ,016 ,219
BT 8 BT 10 ,156 ,688
BT 8 BT 12 ,047 ,313
BT 10 BT 12 ,219 ,156

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Es sind
jeweils die S/P-Ratios der Testvariable 1 signifikant héher als die der Testvariable 2.

5.4.3 Induzierbarkeit der IL- 10-Freisetzung durch LPS

Um zu dokumentieren, dass die fur den IL-10-Test kultivierten PBMC in der Lage
sind, auf geeignete Stimulation mit einer erhdhten IL-10-Freisetzung zu reagieren,
wurde die Positivkontrolle mit der Mediumkontrolle verglichen. Nach Stimulation mit
LPS zeigten die PBMC von Kontroll- sowie von Versuchstieren eine hdhere IL-10-
Freisetzung als in der Mediumkontrolle. Signifikante Unterschiede gegenuber der
Mediumkontrolle zeigten sich jedoch nur in einzelnen BT (Abb. 11). Bei
Versuchstieren kam es durch LPS zu einer starkeren Induktion von IL-10 als bei

Kontrolltieren. Dieser Unterschied war in BT 4 statistisch signifikant (Tab. 31).
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Abb. 11: IL-10-Freisetzung von der Mediumkontrolle und von LPS-stimulierten PBMC in Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist die S/P-Ratio

der Mediumkontrolle und der fiir 64 h mit LPS (5 pg/ml) stimulierten PBMC von Kontroll- und von Versuchstieren in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
[1 = Mediumkontrolle; O = LPS-Stimulation; (a) = Signifikanter Unterschied zwischen den dargestellten Stimulationsansatzen.
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Tab. 31: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fir den Nachweis von IL-10 nach LPS-

Stimulation (5 pg/ml) zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren. Dargestellt ist die
exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).
BT 2 BT 4 BT 6 BT 8 BT 10 BT 12
,857 ,001 ,805 ,456 ,620 1,000

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Die
S/P-Ratios der Versuchstiere sind dabei signifikant héher als die der Kontrolltiere.

544 IL-10-Freisetzung in restimulierten PBMC

Die Freisetzung von IL-10 lie sich weder bei den Kontroll- noch bei den Versuchs-
tieren durch die eingesetzten Antigene durchgehend steigern (Tab. 32). Im Vergleich
mit der Mediumkontrolle erreichte die Stimulation mit APPD in der Hélfte der BT
signifikant hohere Werte. Nach Stimulation mit JPPD bzw. den rekombinanten
MAP-Antigenen MAP 1365 und MAP 0268c wurde vereinzelt eine gegenuber der
Mediumkontrolle signifikant erhdhte IL-10-Freisetzung festgestellt. Nach Stimulation
mit den rekombinanten Proteinen MAP 3651c und BLAg war die Freisetzung von

IL-10 zu keinem Zeitpunkt signifikant héher als in der Mediumkontrolle.

Tab. 32: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IL-10 zwischen
den Stimulationsansétzen und der Mediumkontrolle. Dargestellt ist die exakte Signifikanz
(zweiseitig; Wilcoxon-Test).

rekombinantes MAP Antigen ab BT 8

JPPD APPD MAP 1365 MAP 0268c MAP 3651c BLAg
BT 4 pg/ml 125 |.E. 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml
2 844 ,016

S 4 ,109 219

= 6 ,078 ,016

E 8 469 ,938 469 ,031 ,688 ,016

S 10 ,031 250 ,016 ,109 813 ,016
12 156 ,016 ,016 ,078 219 375
2 219 ,016

§ 4 | 086 016

2 6 ,016 ,031

S 8 297 578 438 578 844 297

g 10 ,938 ,500 ,078 297 813 016
12 156 ,063 ,031 ,031 156 813

Grau KLQWHUOHJIJW VLQG :HUWH LQQHUKDOE GHV IHVWRHEBHWWHQ

nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios der Stimulationsanséatze signifikant hoher
als die der Mediumkontrolle. Unterstrichen sind Félle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

(
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Wie in der Mediumkontrolle lag auch nach Stimulation mit JPPD bzw. APPD eine
negative Korrelation zwischen fortschreitender Versuchsdauer und Hohe der IL-10-
Freisetzung vor (Abb. 12). Die Unterschiede zwischen den S/P-Ratios im BT 2 und
den S/P-Ratios in nachfolgenden BT waren bei Kontroll- sowie Versuchstieren
teilweise statistisch signifikant (Tab. 33). Wahrend sich die signifikanten
Unterschiede bei den Versuchstieren am deutlichsten nach JPPD-Stimulation
zeigten, waren sie bei den Kontrolltieren insgesamt geringer ausgepragt und nach
APPD-Stimulation haufiger zu finden als nach JPPD-Stimulation. Die Stimulations-
ansatze mit den rekombinanten MAP-Proteinen wurden ab BT 8 eingesetzt und
zeigten in den drei untersuchten BT keine mit dem Infektionsverlauf in Zusammen-

hang zu bringenden Entwicklungen.
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Abb. 12: IL-10-Freisetzung der durch JPPD, APPD, MAP 1365, bzw. MAP 0268c stimulierten PB
die S/P-Ratio der fur 64 h mit JPPD (4 pg/ml), APPD (125 I.E./ml), MAP 1365 (5 pg/ml) bzw. MAP 0268c (5 ug/ml) stimulierten PBMC von Kontroll-
und von Versuchstieren in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2). MAP 1365 und MAP 0268c wurden lediglich in BT 8 bis BT 12 eingesetzt.
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Tab. 33: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IL-10 von mit
JPPD bzw. mit APPD stimulierten PBMC zwischen verschiedenen BT. Dargestellt ist die
exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

IL-10 in stimulierten PBMC exakte Signifikanz zweiseitig
Testvariable 1 Testvariable 2 Kontrolltiere Versuchstiere
BT 2 BT 4 ,031 ,016
BT 2 BT 6 ,375 ,016
BT 2 BT 8 ,047 ,109
BT 2 BT 10 ,375 ,016
BT 2 BT 12 ,156 ,031
E BT 4 BT 6 ,047 1,000
\2 BT 4 BT 8 ,297 ,578
N BT 4 BT 10 ,219 ,109
E BT 4 BT 12 ,469 ,156
o BT 6 BT 8 ,047 ,688
BT 6 BT 10 ,938 ,375
BT 6 BT 12 ,156 ,219
BT 8 BT 10 ,578 1,000
BT 8 BT 12 ,938 ,844
BT 10 BT 12 ,297 ,156
BT 2 BT 4 ,016 ,109
BT 2 BT 6 ,078 ,078
BT 2 BT 8 ,016 ,078
BT 2 BT 10 ,125 ,250
— BT 2 BT 12 ,031 ,031
£ BT 4 BT 6 ,109 ,688
w BT 4 BT 8 375 219
Q BT 4 BT 10 875 250
g BT 4 BT 12 ,156 ,688
8—_ BT 6 BT 8 ,078 ,375
< BT 6 BT 10 125 250
BT 6 BT 12 ,375 ,438
BT 8 BT 10 ,125 1,000
BT 8 BT 12 ,469 ,563
BT 10 BT 12 ,625 ,750

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Es sind
jeweils die S/P-Ratios der Testvariable 1 signifikant héher als die der Testvariable 2.

Signifikante Unterschiede in der gemessenen IL-10-Freisetzung konnten zwischen
verschiedenen Stimulationsansatze lediglich in einzelnen BT festgestellt werden
(Tab. 62 im Anhang).
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Wenn man die absolute Freisetzung von IL-10 vergleicht, unterschieden sich die
Kontroll- und Versuchstiere lediglich in BT 2 und BT 4 signifikant (Tab. 34). Hier
waren die S/P-Ratios der Versuchstiere nach Stimulation mit JPPD bzw. APPD
signifikant hoher als die der Kontrolltiere. Legte man stattdessen die relative
Freisetzung von IL-10 dem Vergleich zugrunde, so zeigten sich zu keinem Zeitpunkt

signifikante Unterschiede zwischen den Kontroll- und Versuchstieren (Tab. 34).

Tab. 34: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios bzw. der Sl-Werte zwischen den
Kontroll- und den Versuchstieren.  Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-
Whitney-U-Test).

rekombinantes MAP Antigen

JPPD APPD MAP 1365 MAP 0268c MAP 3651c BLAg
BT 4 ug/mi 125 I.E. 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml 5 pg/ml
2 ,022 ,887
o 4 ,002 ,007
8 6 ,805 710
a 8 ,318 ,535 , 710 ,259 ,456 ,871
@ 10 ,456 ,057 ,456 ,620 ,383 ,710
12 ,628 ,836 , 731 ,445 ,366 ,836
2 ,259 ,245
4 , 165 ,103
_ 6 ,209 , 195
? 8 128 456 383 646 515 555
10 ,259 1,000 ,902 , 710 ,552 ,552
12 ,836 ,916 ,922 , 753 ,921 534

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Es sind
jeweils die S/P-Ratios der Versuchstiere signifikant hoher als die der Kontrolltiere.

5.4.5 Diagnostische Préazision bei der Anwendung des Tests zur

Differenzierung von Kontroll- und Versuchstieren

Wendete man die in den Stimulationsansatzen mit JPPD, APPD, MAP 1365 und
MAP 0268c gemessene IL-10-Antwort zur Differenzierung von Kontroll- und
Versuchstieren auf Einzeltierebene (wie in 4.8 beschrieben) an, ergaben sich Richtig-
Negativ-Raten, die nur in einzelnen BT von 100 % abwichen, aber sehr geringe
Richtig-Positiv-Raten (Tab. 35). Es wurden in der Mehrzahl der BT uberhaupt keine
und maximal 30 % der Versuchstiere als positiv erkannt. Die meisten richtig-positiven
Ergebnisse gab es bei Verwendung der S/P-Ratios der JPPD-Stimulation als
Rechengrundlage. Hier wurden dennoch in der Halfte der untersuchten BT tberhaupt

keine Versuchstiere als richtig-positiv erkannt.
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Tab. 35: Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-Raten des IL-  10-Tests bei Auswertung
auf Grundlage von S/P-Ratios bzw. SI-Werten verschiedener Stimulationsansétze.
Dargestellt sind die berechneten Grenzwerte (GW) sowie die Richtig-Negativ-Rate und die
Richtig-Positiv-Rate bei Anwendung des jeweiligen Parameters in der Einzeltiertestung in
Abhangigkeit vom BT. Ergebnisse wurden daflr als positiv angesehen, wenn sie den GW
Uberschritten. Dieser entspricht dem Mittelwert der Gesamtergebnisse der Kontrolltiere
addiert mit der dreifachen Standardabweichung.

S/P-Ratio Si
Stimulationsansatz
JPPD APPD MAP MAP JPPD APPD MAP MAP

BT 1365  0268c 1365  0268c
GW / 0440 0659 0615 0622 1646 2042 2441 2371
. 2 100 889 100100
£ 4 100 100 100 100
§ % 6 100 100 100 100
S2 8 100 100 100 100 100 100 100 100
£® 10 100 100 857 100 100 100 100 100
€ 12 100 100 100 100 71,4 857 100 100
20 10 10 10
2 _ 4 0 0 0 0
0 o
S 6 143 0 14,3 0
o8 8 143 0 0 0 0 0 0 0
s 10 o0 0 0 0 0 0 0 0
T 12 o0 0 16,7 16,7 0 0 0 16,7
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55 Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Mit Hilfe der RT real-time PCR wurden die zytokin-spezifischen Gehalte an mRNA
bei unstimulierten und antigen-stimulierten PBMC im Verlaufe des Versuches
bestimmt. Zur sprachlichen Vereinfachung werden die erhobenen 'CT-Werte eines
Stimulationsansatzes im Folgenden im FlieRtext auch DOV ADEVROXWH *HQH[SU
bezeichnet. Davon abgesetzt zu betrachten ist die aus den 'CT-Werten der
Mediumkontrolle und des jeweiligen Stimulationsansatzes berechnete Ratio, welches
XQWHU GHP %HJULIl AUHODWLYH *HQH[SUHVVLRQ?® EHVFKUL

55.1 Untersuchung der Varianz der in der real-time PCR ermittelten
Daten und der Robustheit der Genexpression von GAPDH

Es wurden die verfahrensbedingten Einflisse wahrend der Durchfihrung der real-
time PCR auf die CT-Werte der internen Kontrolle analysiert (Tab. 36). Die
Gesamtvarianz dieser Werte betrug 0,168. Den grof3ten Anteil an der Gesamtvarianz
hatten mit 90,7 % die technischen Replikate einer Probe. Auf die Tagesansatze
entfielen 7,5 % der Gesamtvarianz und auf die Platten eines Tagesansatzes die

restlichen 1,8 %.

Tab. 36: Einflisse der Tagesansatze, Einzelplatten und technischen Replikate einer
Probe auf die Varianz der CT-Werte der internen Kontrolle in der real-time PC R. In den
Test gingen 232 Einzelwerte von 29 Tagesansétzen auf insgesamt 116 Einzelplatten mit je 2
technischen Replikaten ein.

Einflussgrof3e Varianzanteil der Anteil an der Standard- Variations-
EinflussgroRBe  Gesamtvarianz [%] abweichung koeffizient [%]

Tagesansatze ,013 7,5 , 112 A7

Einzelplatten eines ,003 1,8 ,055 23
Tagesansatzes

Technische Replikate ,152 90,7 ,390 1,65
einer Probe
Alle EinflussgroRen , 168 100 ,409 1,74
zusammengefasst

Um die Robustheit der Genexpression von GAPDH gegenuber den Versuchsbedin-
gungen zu uberprifen, wurden die CT-Werte fir GAPDH auf verschiedenen
Untersuchungsebenen gegeneinander getestet. Dabei zeigten sich in der
Genexpression von GAPDH nach Stimulation mit JPPD bzw. APPD lediglich in
Einzelfallen signifikante Unterschiede zur Mediumkontrolle (Tab. 37A). Nach

24-stundiger Stimulation mit ConA hingegen kam es sowohl bei Kontroll- als auch bei
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Versuchstieren im Vergleich mit der Mediumkontrolle zu einer fast durchgehend
signifikant hoheren Genexpression von GAPDH, die sich in niedrigeren CT-Werten
zeigte. Die 24-stindige Stimulation mit LPS induzierte nur bei den Kontrolltieren fast
durchgehend eine signifikant erhéhte Expression von GAPDH; bei den Versuchs-

tieren war dies nie der Fall.

Nach einstindiger Stimulation wurden ungeachtet der Art des Stimulationsansatzes
durchweg hohere CT-Werte fir GAPDH gemessen als nach der Stimulation far
24 Stunden (nicht dargestellt). Die Genexpression von GAPDH war nach
einstundiger Stimulation allerdings nicht in jedem BT statistisch signifikant niedriger
(Tab. 37B). Dies traf sowohl auf Kontroll- als auch auf Versuchstiere zu, die sich
untereinander in den CT-Werten fir GAPDH nur in BT 5 signifikant unterschieden
(Tab. 38).

Tab. 37A/B: p-Werte beim Vergleich der CT-Werte fur den Nachweis von GAPDH
zwischen Mediumkontrollen und Stimulationsansatzen (A) und zwischen der
Stimulation fur 1 h und der fur 24 h (B). Stimuliert wurde mit JPPD (4 pg/ml), APPD
(125 I.LE./ml), ConA (10 pg/ml) bzw. LPS (1 pg/ml). Dargestellt ist die exakte Signifikanz
(zweiseitig; Wilcoxon-Test).

Tab. 37A
1 h Stimulation 24 h Stimulation

BT JPPD APPD ConA LPS JPPD APPD ConA LPS

3 ,047 ,813 ,109 ,031 ,813 375 016 ,047
o 5 ,375 ,016 ,813 ,297 ,469 ,109 016 ,031
§ 7 ,469 ,688 ,938 ,031 1,000 ,219 016 ,031
% 9 ,469 ,156 ,563 ,156 ,563 ,438 031 ,844
S 1 ,047 1,000 ,219 ,688 ,469 ,578 016 ,031

13 ,313 1,000 ,313 ,844 ,156 ,047 ,031 ,016

3 ,688 ,578 ,438 ,844 031 ,156 016 ,109
g 5 375 ,688 ,688 ,688 ,219 ,016 016 ,156
E 7 ,375 ,813 ,219 ,813 ,578 ,578 016 ,156
% 9 ,469 ,813 ,078 1,000 ,813 1,000 ,219 ,219
g 11 ,438 ,563 1,000 ,563 ,438 ,438 031 ,438

13 1,000 ,813 ,625 1,000 ,438 1,000 ,063 ,188

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die CT-Werte der Stimulationsanséatze signifikant hoher
als die der Mediumkontrolle. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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Tab. 37B
Stimulationsansatz
BT Mediumkontrolle JPPD APPD ConA LPS
3 ,469 ,047 ,078 ,016 ,016
o 5 ,109 ,031 ,109 ,016 ,016
2 7 297 688 938 016 016
g 9 ,031 ,063 ,063 ,063 ,125
§ 11 375 ,016 ,688 ,031 ,094
13 ,156 ,031 ,031 ,063 ,031
3 ,016 ,016 ,016 ,031 ,031
S 5 016 016 016 016 016
E 7 ,078 ,031 ,078 ,016 ,031
U%) 9 ,047 ,047 ,031 ,063 ,109
E) 11 ,094 ,094 ,156 ,031 ,031
13 ,125 ,063 ,125 ,063 ,063

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Die
CT-Werte sind jeweils nach einstindiger Stimulation signifikant hoher als nach 24-stindiger

Stimulation.

Tab. 38: p-Werte beim Vergleich der CT-Werte fir den Nachweis von GAPDH zwischen

den Kontroll- und den Versuchstieren.
Mann-Whitney-U-Test).

Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig;

Stimulationsansatz

Medium- JPPD APPD ConA LPS
Stimulation BT kontrolle (4 pg/ml) (225 LE./ml) (10 pg/ml) (1 pg/ml)

1h 3 ,805 ,620 ,805 ,234 ,295
5 ,902 ,710 ,456 1,000 1,000

7 ,710 ,097 ,383 ,209 ,383

9 ,383 ,710 ,366 ,534 ,731

11 , 731 ,138 ,818 ,937 ,699

13 429 ,429 ,662 ,662 ,931

24 h 3 ATT ,220 476 ,104 ,336
5 ,383 ,038 ,026 1,000 ,902

7 ,902 ,805 ,535 1,000 1,000

9 ,628 1,000 1,000 1,000 ,534

11 , 731 ,051 ,138 , 731 ,628

13 ,731 ,628 1,000 ,931 ,639

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Die
CT-Werte sind jeweils bei den Kontrolltieren signifikant hoher als bei den Versuchstieren.

Signifikante Unterschiede zwischen einzelnen BT kamen bei Kontroll- wie Versuchs-

tieren vereinzelt vor (Tab. 39). Bei Kontrolltieren zeigten sich vor allem die CT-Werte

bei BT zu Beginn des Infektionsversuches signifikant héher als bei spateren BT. Bei
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den Versuchstieren folgten die vereinzelt auftretenden signifikanten Unterschiede

keinem bestimmten Muster.

Tab. 39: p-Werte beim Vergleich der CT-Werte fur den Nachweis von GAPDH zwischen
verschiedenen BT. Stimuliert wurde mit JPPD (4 pug/ml), APPD (125 I.E./ml), ConA
(10 pg/ml) bzw. LPS (1 pg/ml). Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-
Test).

getestete 1 h Inkubation 24 h Inkubation

BT MK JPPD APPD ConA LPS MK JPPD APPD ConA LPS
3vs5 578 ,813 ,156 ,219 ,297 , 156 ,469 578 ,156 ,156
3vs7 ,469 ,078 ,469 ,297 ,938 ,813 ,469 ,297 ,938 ,375
3vs9 469 ,688 ,313 ,219 | ,031 ,563 ,844 ,844 1,000 ,438
3vs1l ,016 ,078 | ,031 ,094 ,156 ,047 ,688 ,156 | ,031 ,078
3vs13 ,063 ,094 | ,031 ,156 ,031 , 156 | ,016 ,047 ,094 ,016
5vs7 ,688 ,219 ,813 ,938 ,813 ,688 ,469 ,297 219 ,813

(]
& 5vs9 219 938 563 ,844 563 844 844 313 438 313
S 5vs1l 078 ,297 438 ,688 ,438 375 1,000 578 ,813 469
€ 5vs13 ,094 ,219 438 688 ,219 469 | 016 ,081 ,219 |,016
¥ 7ys9 219,016 ,844 ,688 ,219 ,844 1,000 ,438 ,688 438
7vs11 ,109 ,297 ,219 219 ,1156 ,297 ,813 ,078 ,297 578
7vs13 ,094 1,000 ,094 ,156 |,031 ,375 ,078 | ,031 ,094 | ,031
9vs1l | ,047 ,156 ,188 ,063 ,313 ,844 563 ,438 ,219 156
9vs13  ,031 ,156 ,063 ,063 ,625 ,688 ,094 ,063 ,188 | ,031
11vs 13 ,688 ,438 1,000 ,563 1,000 ,938 | ,016 ,031 ,438 ,078
3vs5 ,813 ,578 ,156 1,000 ,438 ,156 ,688 ,578 ,219 1,000
3vs7 ,813 ,688 ,688 ,156 1,000 ,578 ,078 ,375  ,016 ,688
3vs9 ,938 ,813 ,938 ,063 ,438 ,375 ,156 ,688 ,031 ,297
3vs1l ,438 ,063 ,063 ,438 ,438 ,313 ,844 1,000 1,000 ,563
3vs13 1,000 ,625 ,313 ,625 ,313 ,219 ,688 1,000 ,813 ,313
o 5vs7 938 297 ,156 ,047 1,000 078 ,016 ,016 ,047 844
£ 5vs9 813 813 ,297 219 219 |,047 016 063 094 109
S 5vs11 ,563 ,156  ,031 ,031 ,438 688 ,844 ,688 ,844 156
» 5vs13 1,000 438 ,625 ,313 ,625 ,563 ,688 1,000 ,313 ,063
2 7vs9 938 688 ,813 ,688 ,938 ,688 ,469 844 563 156

7vs11 563 ,156 ,031 ,031 ,438 438 ,094 ,156 ,031 ,313
7vs13 ,625 813 ,438 ,063 ,813 031 ,156 ,313 ,125 ,063
9vs11 ,063 ,063 ,063 ,063 ,844 031 ,063 ,188 ,125 ,031
9vs13 ,625 ,438 ,313 ,188 ,625 219,031 ,125 250 ,063
11vs 13 1,000 ,625 1,000 1,000 ,813 ,844 563 ,313 ,438 ,125

MK = Mediumkontrolle

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die CT-Werte des spéter liegenden BT signifikant héher
als die des friher liegenden BT. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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5.5.2 Genexpression der untersuchten Zytokine in unstimulierten PBMC

Die spontane Genexpression der Zytokine, gemessen am 'CT-Wert der
Mediumkontrolle, unterschied sich nur in Einzelfallen signifikant zwischen den
Kontrolltieren und den Versuchstieren (Tab. 40, Abb. 13).

Die nach einstundiger bzw. 24-stiindiger Inkubation gemessene Genexpression der
Zytokine war Uber den Versuchsverlauf hinweg jeweils relativ stabil (Abb. 13). Nur far
IL-10 zeigte sich - bei gleichbleibendem Niveau der 'CT-Werte, die nach
einstundiger Inkubation ermittelt wurden - eine abnehmende Tendenz der nach 24
Stunden in den Mediumkontrollen ermittelten Werte tber den Versuchszeitraum.
Diese Veranderung ist teilweise statistisch signifikant (Tab. 41).

Tab. 40: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte fiir den Nachweis von verschiedenen

Zytokinen zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren. Dargestellt ist die exakte
Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).
1 h Inkubation 24 h Inkubation

BT IL-10 IL-12 IL-18 TGF- TNF-. IL-10 IL-12  IL-18 TGF- TNF-.
o 3 ,710 ,209 ,176 1,000 ,902 , 781 559 333 ,600 ,246
2 5 ,383 | ,017 1,000 ,119 ,209 ,902 ,097 874 333 456
§ 7 456 ,128 ,097 ,710 1,000 ,383  ,007 ,383 ,710 ,209
g 9 ,011 ,710 @ ,002 ,805 ,929 295 ,110 ,073 ,313 ,628
% 11 234 ,101 ,628 ,234 759 1,000 ,1012 ,807 ,138 ,234
= 13 ,052 792 ,792 ,329 ,268 429 662 429 052 792
~ 3 476 646 300 ,383 ,737 ,559 ~ ,001 ,091 ,648 @ ,003
% 5 ,259 @ 026 ,929 /318 ,073 ,097 ~ ,000 ,383 ,535 @ ,001
3 7 620 ,097 ,209 ,318 ,068 ,535  ,001 ,620 1,000 ,026
E 9 ,073 902 ,053 456 ,209 234 ~ ,002 ,101 ,080 @ ,001
o 11 ,836 628 ,073 ,295 945 , 100~ ,014 022 ,806 ,181
™ 13 ,082 247 247 662 247 429 ~ ,009 537 1,000 ,004
g 3 1,000 ,165 ,318 ,318 ,318 332,077 274 ,402  ,003
L 5 ,165 ,053 1,000 ,620 @ ,011 ,383  ,004 128 642 ,001
; 7 ,259 154 @ 001 ,710 ,902 ,383 ~ ,002 165 ,122 = ,001
3 9 ,181 /836 ,014 366 ,295 ,065 = ,009 ,026 ,818 ,240
E 11 970 ,180 @ ,009 ,589 ,818 ,073 = ,008 ,022 014 234
% 13 ,792 177  ,030 1,000 ,052 429 ~ ,009 ,082 1,000 ,004
IL-12 = IL-12p40.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die 'CT-Werte der Versuchstiere signifikant hoher als die
der Kontrolltiere. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.



IL-10, 1 h Inkubation IL-10, 24 h Inkubation

Abb. 13: Genexpression von IL-10, IL-12p40, IL-18, TGF- Eund TNF- Din der Mediumkontrolle (jeweils Inkubation fir 1 h bzw. 24 h) in
Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist der 'CT der Mediumkontrollen in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
[ = Kontrolltiere; O] = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.

assiugabig

L0l



IL-12p40, 1 h Inkubation IL-12p40, 24 h Inkubation

Abb. 13: (Fortsetzung)
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.



IL-18, 1 h Inkubation IL-18, 24 h Inkubation

Abb. 13: (Fortsetzung)
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.



TGF- E 1 h Inkubation TGF- E 24 h Inkubation

Abb. 13: (Fortsetzung)
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.



TNF-D 1 h Inkubation TNF- D 24 h Inkubation

Abb. 13: (Fortsetzung)
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.
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Tab. 41: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte der Mediumkontrolle fir den Nachweis
von IL-10 zwischen verschiedenen Zeitpunkten. Dargestellt ist die exakte Signifikanz
(zweiseitig; Wilcoxon-Test).

IL-10 in Mediumkontrolle nach 24 h exakte Signifikanz zweiseitig
Testvariable 1 Testvariable 2 Kontrolltiere Versuchstiere
BT 3 BT 5 ,016 ,016
BT 3 BT 7 ,219 ,813
BT 3 BT 9 ,563 ,016
BT 3 BT 11 ,016 ,031
BT 3 BT 13 ,031 ,156
BT 5 BT 7 ,297 ,047
BT 5 BT 9 ,563 ,578
BT 5 BT 11 ,031 ,031
BT 5 BT 13 ,578 ,844
BT 7 BT 9 ,844 ,016
BT 7 BT 11 ,031 ,031
BT 7 BT 13 ,047 ,063
BT 9 BT 11 , 156 ,094
BT 9 BT 13 ,688 ,938
BT 11 BT 13 ,078 ,688

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die 'CT-Werte der Testvariable 1 signifikant héher als die
der Testvariable 2. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

Die Inkubationszeit der ex vivo Restimulation der PBMC hatte sowohl bei Kontroll-
als auch bei Versuchstieren einen Einfluss auf die 'CT-Werte der Mediumkontrollen
(Abb. 13, signifikante Unterschiede in Tab. 42). Die Genexpression von IL-10 war
nach einstindiger Inkubation zeitweise signifikant héher als nach Inkubation fur 24
Stunden. Fir IL-12p40 und weniger ausgepragt fur IL-18 kam es nach einstindiger
Inkubation zu groReren Streuungen der 'CT-Werte. Die Genexpression von
IL-12p40 war nach 24-stundiger Inkubation vereinzelt signifikant héher als nach
einstundiger Inkubation. Auch das Genexpressionsniveau von I[L-18 war nach
24-stundiger Inkubation hoéher als nach einstindiger Inkubation, oftmals lagen
signifikante Unterschiede vor. Umgekehrtes galt fir die 'CT-Werte von TGF- Eund
TNF- D Diese waren nach einstindiger Inkubation fast durchgehend signifikant hoher

als nach 24-sttindiger Inkubation.
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Tab. 42: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte fir den Nachweis von verschiedenen
Zytokinen zwischen den fir 1 h inkubierten und den fir 24 h inkubierten PBMC.
Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

Kontrolltiere Versuchstiere
BT IL-10 IL-12 IL-18 TGF- TNF-. IL-10 IL-12 IL-18 TGF- TNF-.

3 1,000 ,219 | ,016 ,016 ,016  ,219 ,375 ,016 ,016 ,016
031 ,078 031 ,016 ,016 219 578 ,016 ,016 ,016
7 ,109 ,047 ,16 ,016 ,016 ,016 ,016 ,016 ,016 ,016
9 |03 ,313 ,438 ,03 ,031 ,016 ,297 ,016 ,031 ,016
11 ,016 ,031 ,297 ,031 ,016 031 ,156 ,438 ,063  ,031
13 ,313 ,094 ,063 ,031 ,031 125 1,000 ,063 ,063 063
3 156 016,016 ,016 016 047 016 156 016 016
5 03 ,109 ,16 ,016 ,016 ,016 ,016 ,078 ,016 ,016
7 078 016 ,031 ,016 ,031 109 | ,016 ,016 ,016 ,078
9 ,063 ,031 ,219 ,031 ,031 ,016 ,016 ,016 ,016 ,844
11 ,016 ,016 ,078 ,016 ,016 ,031 ,031 ,156 ,031 ,031
13,031 ,094 1,000 ,063 ,031 063 ,063 ,313 ,063 ,063
3 578 | ,016 ,0i6 ,0i6 ,016 578 ,078 ,078 | ,016 016
5 578 ,016 ,016 ,016 ,016 ,031 ,031 ,016 ,016 ,016
7 938 016 ,016 ,016 ,016 ,297 ,016 ,016 ,016 ,016
9 625 ,063 ,063 ,063 ,063 094 ,031 ,031 ,031 ,031
11 688 | ,031 ,031 ,031 ,063 | ,031 ,031 ,438 ,031 ,031
438 ,063  ,031 ,031 031 438 063 ,125 ,063 063
3 156 | ,016 ,813 ,016 ,016 ,031 313 ,004 031 031
5 | ,016 ,016 ,297 ,016 ,016 ,016 ,375 ,156 ,016 ,016
7 047 016 ,016 ,016 ,016 ,016 ,016 ,219 ,016 ,016
9 ,063 ,063 ,18 ,063 ,063  ,031 ,094 ,219 ,031 ,031
11 | ,031 ,156 ,156  ,031 ,031  ,031 ,031 ,156 ,031 ,031
13 ,063 ,063 ,063 ,063 ,063 063 ,063 ,063 ,063 063
3938 156 | ,0i6 016 ;016 313 1,000 ,094 ;031 031
5 ,078  ,03 ,031 ,16 ,016 ,938 ,734 ,156 ,016 ,016
7 219 ,016 ,938 ,016 ,016  ,438  ,031 ,313 ,031 ,031
063 ,063 ,250 ,063 063 578 375 ,375 ,219 = ,016
11 ,313 | ,081 1,000 ,081 ,031 313 | ,031 ,438 | ,031 ,031
13 844 156 ,844 ,031 ,031 625 063 ,313 ,063 ,063

Mediumkontrolle |[Stimulans
(67

JPPD (4 pg/ml)

ConA (10 pg/ml) {APPD (125 I.E./ml)
[EE
w

LPS (1 pg/ml)
O

IL-12 = IL-12p40.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die 'CT-Werte der fur 1 h inkubierten Proben signifikant
hoher als die der fur 24 h inkubierten PBMC. Unterstrichen sind Falle, in denen das
Gegenteil der Fall ist.
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5.5.3 Induzierbarkeit von Anderungen in der Genexpression der
untersuchten Zytokine durch ConA bzw. LPS

Zur Kontrolle der Methodik sollten auf dem angewandten Testsystem bzw. dem
Probenhandling beruhende Verluste in der Genregulation bzw. -expression der
PBMC ausgeschlossen werden. Dafir wurden die 'CT-Werte von Mediumkontrollen

und Positivkontrollen (ConA, LPS) statistisch gegeneinander getestet (Tab. 43).

Tab. 43: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte fir den Nachweis von verschiedenen
Zytokinen zwischen der Mediumkontrolle und den mit ConA bzw. LPS stimulierten
PBMC. Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

Kontrolltiere Versuchstiere
BT IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D
,016 ,813 ,813 @ ,016 ,016 ,844 438 ,438 @ ,031 313

Inkubation
Stimulans

3
£ 5 016 156 297 016 016 031 016 ,469 ,047 ,016
Z 7 09 016 922 016 375 031 469 219 ,219 | 031
< 9 1000 ,688 ,438 ,063 ,156 ,047 203 | ,031 ,203 219
% 11 ,313 ,563 ,844 1,000 ,094 219 ,844 ,156 563 | ,031

<o © 13 063 ,081 313 ,156 | ,031 625 438 1,000 ,125 313

H 297 297 | ,016 156 | ,016 1,000 ,313 | ,031 438 | ,031
£ 5,031 016 500 ,219 016 016 ,016 ,297 ,469 = ,016
> 7 .68 ,016 ,688 ,016 ,813 469 016 ,813 ,094 ,375
3‘; 9 219 ,031 ,219 ,094  ,031 813 | ,031 1,000 ,578 | ,031
o 11 563 031 ,313 ,563 063 688 438 844 1,000 ,031

13 688 ,156 ,688 ,219 ,313 813 ,063 ,188 ,438 ,063
_ 3 1000 016 016 016 219 |.031 016 .0i6 016 938
£ 5 93 016 031 ,016 078 297 | 031 ,016 ,016 469
27 297 016 016 016 016 156 | ,016 ,016 ,016 469
< 9o 844 031 ,031 ,094 156 438 031 ,031 ,031 ,688
§ 11 /578 ,078 ,219 | ,016 ,688 438 063 ,063 ,156 ,688

< © 13 1000 ,125 ,063 ,063 375 688 063 ,125 ,063 ,063

N 3 ,375  ,016 ,016 ,031 ,109 031 016 ,219 ,031 ,016
= 5 1,047 ,016 1000 016 270 047 031 ,078 ,078 ,813
® 7 03 ,016 ,016 ,031 ,016 1000 ,031 ,031 063 688
% 9 ,063 ,031 ,844 ,313 563 109 016 ,078 ,578 219
o 11,016 ,016 578 | 081 578 063 ,031 ,438 ,313 1,000

13 ,313 | ,031 ,094 ,063 ,219 063 ,063 ,313 1,000 1,000

IL-12 = IL-12p40.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die 'CT-Werte der stimulierten PBMC signifikant héher
als die der Mediumkontrollen. Unterstrichen sind Félle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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Dabei zeigten sich die Zytokine in Abhangigkeit von der verwendeten Positivkontrolle
und der Stimulationsdauer verschieden exprimiert. Zu jedem Beprobungszeitpunkt
aber waren die PBMC in der Lage, auf entsprechende Stimuli mit einer Anpassung

der Genexpression zu reagieren.

Die meisten signifikanten Unterschiede gegentuber der Mediumkontrolle zeigten sich
fur IL-18 und TGF- Ebei Kontroll- sowie Versuchstieren nach 24-stiindiger Stimulation
mit ConA. Eine erhOohte Genexpression von IL-12p40 lie3 sich noch sicherer als
durch ConA durch 24-stindige Stimulation mit LPS induzieren. Die Genexpression
von IL-10 wurde durch Stimulation nur zeitweise signifikant erhéht; dabei war die
24-stiindige LPS-Stimulation so effektiv wie die einstiindige ConA-Stimulation. Die
Genexpression von TNF- Dwurde am deutlichsten nach einstiindiger Stimulation mit
ConA oder LPS verandert.

Im Vergleich zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren ergaben sich nach
Stimulation mit ConA bzw. LPS in einzelnen BT, bzw. fur IL-10 nach 24-stundiger

ConA-Stimulation gehauft, signifikante Unterschiede (Tab. 44).

Tab. 44: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte fir den Nachweis von verschiedenen

Zytokinen zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren. Dargestellt ist die exakte
Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).
1 h Inkubation 24 h Inkubation
BT IL-10 IL-12 IL-18 TGF- TNF-. IL-10  IL-12 IL-18 TGF- TNF-.

3 ,148 534 101 945 ,836 ,029 221 | ,029 ,104 1,000
5 ,003 ,011 ,383 ,535 ,010 ,053 259 456 ,805 ,073

< 7 165 686 ,097 245 053 ,007 ,053 259 535  ,456
3 9 101 534 014 628 836 ,028 699 ,180 ,584 1,000
11 1,000 ,699 ,065 ,699 ,937 836 ,366 ,366 ,836 ,534
13 177 537 ,398 ,082 77 ,841 730 ,056  ,548  ,690
3 ,731 534 181 ,760 ,138 927 934 176,402 /558
5 ,128 ,097 318 ,209 ,128 456,245 259 1,000 ,038
»n 7 ,383 830 ,073 ,334 902 295,138,234 945 945
5 9 976 534 366 ,534 945 ,051 ,101 &= ,007 559 ,138
11 1,000 ,818 ,065 ,818 ,699 ,628 974 073 ,181  ,148
13 ,113 329 429 ,662 247 931,052 931 429 126
IL-12 = IL-12p40.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Die
'CT-Werte der Kontrolltiere sind jeweils signifikant hdher als die der Versuchstiere.
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554 Expression der untersuchten Zytokine in restimulierten PBMC

Das Ausmall und die Richtung der Genexpressionsanderung nach Stimulation
hingen vom Zytokin, vom Inokulationsstatus des Tieres, vom verwendeten Stimulans
und von der Stimulationszeit ab. Die Unterschiede, die sich zwischen der
einstindigen Stimulation und der 24-stiindigen Stimulation ergaben, waren dabei
oftmals statistisch signifikant (Tab. 42). Unterschiede gegeniber der Mediumkontrolle
waren nach 24-stindiger Stimulation am deutlichsten zu erkennen, weshalb sich im

Folgenden die Beschreibung der Ergebnisse auf diese Stimulationszeit beschrankt.

Durch Vergleich der 'CT-Werte von unstimulierten PBMC mit denen von stimulierten
PBMC wurden antigen-induzierte Anderungen der Genexpression statistisch belegt
(Tab. 63 im Anhang, Tab. 45). Zur Ubersichtlichen Darstellung der Art des Einflusses
der einzelnen Stimulationsanséatze ist hier jedoch zunachst die jeweilige Ratio,
welches die Anderung in Relation zur Mediumkontrolle widerspiegelt, in Tab. 45 in

Symbolen kodiert angegeben.

Die Genexpression von IL-12p40, IL-18, TGF- Eund TNF- Dzeigte sowohl bei den
Kontrolltieren als auch bei den Versuchstieren jeweils nach Stimulation mit JPPD die
gleiche Tendenz wie nach Stimulation mit APPD. Die durch JPPD bzw. APPD indu-
zierten Anderungen der 'CT-Werte gegeniber der Mediumkontrolle waren dabei bei
den Versuchstieren fur IL-12p40 und TNF- Dgrof3tenteils signifikant; bei den Kontroll-
tieren zeigten sich mit Ausnahme der Genexpression von IL-12p40 nach Stimulation
mit APPD seltener signifikante Unterschiede (Tab. 63 im Anhang, Tab. 45). Die Gen-
expression von TGF- Ehingegen wurde bei allen Tieren durch die Stimulation mit
JPPD bzw. APPD tendenziell gesenkt. Fir IL-18 galt dies ebenso bei den Versuchs-
tieren, bei den Kontrolltieren jedoch kam es tendenziell zu einer Erhéhung der
Genexpression. Die Genexpression von IL-10 verhielt sich bei Stimulation mit JPPD
anders als bei Stimulation mit APPD. Wahrend APPD bei Kontroll- und Versuchs-
tieren eine Steigerung der Genexpression von IL-10 induzierte, war dies nach JPPD-

Stimulation nicht der Fall.



Ergebnisse 117

Tab. 45: Medianwerte der Ratios untersuchter Zytokine fir die Stimulationsansatze mit
JPPD und APPD, in Symbolen kodiert dargestellt. Die Ratio gibt die relative
Genexpression der Zielsequenz in Relation zur Mediumkontrolle an. Dargestellt sind die
Mediane der Ratios, jeweils fur die Kontroll- bzw. die Versuchstiere pro BT berechnet und
ihrer Hohe nach mit Symbolen kodiert.

Kontrolltiere Versuchstiere
BT IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D

Inkubation
Stimulans

3 44+ + +/- +/- + + ++ ++ +/- +/-

g 5 SIS + AFaF +/- +/- ++ ++ +++ - +/-

2 7 +/- ++ - +/- - +/- ++ + +/- +/-

g’ 9 +/- +/- + +/- + - ++ “Fa +/- +/-

& 11 + +++ ++ + + +/- +/- +/- +/- +/-

- 13 ++ + + - +/- +/- + +/- - +/-

A = 3 +/- ++ - +/- ++ +/- +++ - +/- +++

E 5 +/- S +/- - ++ + +++ +/- +/- AFFar

o 7 +/- S +/- -- + + ++ + +/- +/-

g/ 9 +/- +/- +/- +/- + +/- ++ ++ +/- +/-

E 11 +/- ++ ++ - + - +/- - +/- +/-

% 13 ++ +++ + - ++ ++ +++ +/- +/- +++

3 +/- ++ ++ +/- +/- +/- | +++ +/- - AFFar

g 5 A S o +/- + +/- | +++ +/- +/- AFFar

g 7 - S +/- +/- + +/- | +++ - +/- AR

g’ 9 +/- +++ ++ +/- + +/- +++ +/- - +++

& 11 | ++ +++ +++ +/- + -- +++ - +/- +++

c 13 -- ++ - --- +/- ++ +++ - +/- +++

g = 3 + +++ + - +/- ++ 4+ + -- ++

E 5 ++ +++ + +/- +/- ++ +++ - - +++

o [+t +++ +/- +/- + ++ +++ +/- - +++

g/ 9  ++ +++ + +/- +++ ++  +++ - - +++

E 11 +++ +++ ++ - ++ ++ 4+ -- +/- ++

& 131 + +++ +/- -- -- +++ -+t -- + +++
IL-12 = [L-12p40.

Grau hinterlegt sind Félle, in denen sich die 'CT-Werte des Stimulationsansatzes von denen
der Mediumkontrolle signifikant unterscheiden (p ” 0,05; Wilcoxon-Test), vgl. Tab. 63 im
Anhang.

= Ratio ”

- = Ratio ! XQG 7’
- = Ratio ! XQG ”
+/- = Ratio ! XQG 7
+ = Ratio ! XQG 7’
++ = Ratio ! XQG "

+++ =Ratio>2
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Die durch Stimulation mit JPPD bzw. APPD induzierten Genexpressionsanderungen
ahnelten sich zwar in der generellen Tendenz, unterschieden sich aber dennoch
deutlich in ihrem Ausmaf (Tab. 64 im Anhang). Die Genexpressionsniveaus von
IL-12p40 und TNF- D die am deutlichsten durch die Stimulation beeinflusst wurden,
waren bei Versuchstieren nach JPPD-Stimulation héher als nach APPD-Stimulation.
Fur TNF- Dwaren die Unterschiede grof3tenteils statistisch signifikant. Kontrolltiere
zeigten in den meisten Fallen hohere Genexpressionsanderungen nach Stimulation
mit APPD.

Die Kontrolltiere unterschieden sich oftmals im Ausmald der Genexpressions-
anderung von den Versuchstieren. Diese Effekte sind allerdings statistisch eher zu
erfassen, wenn 'CT-Werte verglichen werden, als wenn man auf die Ratios
zurlUckgreift (vgl. Tab. 40, Tab. 65 im Anhang). Die Genexpression von IL-12p40
sowie von TNF- D wurde bei Versuchstieren sowohl nach JPPD- als auch nach
APPD-Stimulation signifikant starker hochreguliert als bei Kontrolltieren. IL-18 ist bei

den Versuchstieren starker herabreguliert als bei den Kontrolltieren.

Unabhangig davon, ob JPPD oder APPD zur Stimulation verwendet wurde,
veranderte sich bei Kontroll- sowie bei Versuchstieren die Hohe der Genexpression
von IL-10, IL-18 und TGF- Elber den Versuchszeitraum hinweg wenig (Abb. 14). Im
Gegensatz dazu zeigte die Genexpression von IL-12p40 und TNF-D bei den
Versuchstieren (anders als bei den Kontrolltieren) zunachst einen Anstieg, erreichte
in BT 7 bzw. BT 9 die hochsten 'CT-Werte und kehrte dann bis zum Versuchsende

auf das Ausgangsniveau zurick.



IL-10, 24 h JPPD-Stimulation IL-10, 24 h APPD-Stimulation

Abb. 14: Genexpression von IL-10, IL-12p40, IL-18, TGF- E und TNF- D der fur 24 h mit JPPD bzw. APPD stimulierten PBMC in
Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist der 'CT der fur 24 h mit JPPD (4 pg/ml) bzw. APPD (125 |.E./ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots
(siehe 4.9.2).

= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.



IL-12p40, 24 h JPPD-Stimulation IL-12p40, 24 h APPD-Stimulation

Abb. 14: (Fortsetzung)
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.



IL-18, 24 h JPPD-Stimulation IL-18, 24 h APPD-Stimulation

Abb. 14: (Fortsetzung)
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.



TGF- E 24 h JPPD-Stimulation TGF- E 24 h APPD-Stimulation

Abb. 14: (Fortsetzung)
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.



TNF- D 24 h JPPD-Stimulation TNF- D 24 h APPD-Stimulation

Abb. 14: (Fortsetzung)
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den 'CT-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.
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5.5.5 Diagnostische Préazision bei der Anwendung des Tests zur

Differenzierung von Kontroll- und Versuchstieren

Die Anderungen gegeniiber der Mediumkontrolle, die bei den Versuchstieren in der
Genexpression von IL-12p40 und TNF-Din weitaus hoherem Ausmald zu finden
waren als bei den Kontrolltieren, wurden auf Einzeltierebene auf ihre Eignung fir

diagnostische Zwecke getestet (wie in 4.8 beschrieben).

Sowohl die Richtig-Negativ- als auch die Richtig-Positiv-Rate waren am hochsten,
wenn der Testung der Nachweis von IL-12p40 mittels 'CT zugrunde gelegt wurde
(Tab. 46). Damit wurden Uber den gesamten Versuchsverlauf eine Richtig-Negativ-
Rate von 100 % und von BT 5 bis BT 9 Richtig-Positiv-Raten von 57,14 bis 100 %
erreicht. Deutlich geringer (0 bis 14,29 %) waren die Richtig-Positiv-Raten zu Beginn
(BT 3) und zum Ende der Untersuchung (BT 11 und BT 13). Bei der Einzeltiertestung
anhand von Ratios fur den Nachweis von IL-12p40 bzw. anhand von 'CT-Werten
oder Ratios fur den Nachweis von TNF- Dzeigten sich keine durchgehende Richtig-
Negativ-Rate von 100 % und wesentlich geringere Richtig-Positiv-Raten (0,0 bis
28,57 %).

Tab. 46: Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-Raten bei Auswertung auf Grundlage von
'CT-Werten und Ratios fiur den Nachweis von IL-12p40 bzw. TNF- D nach JPPD-
Stimulation (4 pg/ml). Dargestellt sind die berechneten Grenzwerte (GW) sowie die Richtig-
Negativ-Rate und die Richtig-Positiv-Rate bei Anwendung des jeweiligen Parameters in der
Einzeltiertestung in Abhéngigkeit vom BT. Ergebnisse wurden daflr als positiv angesehen,
wenn sie den GW Uberschritten. Dieser entspricht dem Mittelwert der Gesamtergebnisse der
Kontrolltiere addiert mit der dreifachen Standardabweichung.

Nachweis von IL-12p40 Nachweis von TNF- D
BT 'CT Ratio 'CT Ratio
GW  / -3,401 29,212 -1,447 7,216
. 3 100 100 100 100
E 5 100 100 100 100
§ % 7 100 100 85,7 85,7
SR 9 100 83,3 100 100
= o 100 100 100 100
4 13 100 100 100 100
. 3 14.3 28,6 0 0
Z2_ 5 57,1 14,3 28,6 0
§ S 7 100 14,3 28,6 14,3
o8 o9 71,4 14,3 28,6 28,6
E’ T 11 0 16,7 16,7 0

13 0 16,7 16,7 0
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5.6 Quantifizierung der Aktivierungsmolekul-Expression auf unstimulierten

und restimulierten T-Gedachtniszellen

Bei den mittels Durchflusszytometer durchgefiihrten Analysen wurden die spontane sowie
die antigen-induzierte Expression von CD25 und CD26 untersucht. Analysiert wurde daftir
die Fluoreszenzintensitat fir den Nachweis dieser Antigene bei den CD4*CD45RO* bzw.
CD8*CD45R0O* Lymphozyten, die zur besseren Lesbarkeit auch als CD4* bzw. CD8*
Gedachtniszellen bezeichnet werden. Der auf dem Kanal, auf dem die Fluoreszenz von
PE gemessen wird, ermittelte MdFI wurde dabei als Malf3 fur die absolute Expression der
Aktivierungsmolekille CD25 bzw. CD26 gewertet. Um die stimulationsbedingte Anderung
gegenuber der Mediumkontrolle zu fassen, wurde der MdFlq eingefuhrt. Das ist der
Quotient aus dem MdFI des Stimulationsansatzes und dem der Mediumkontrolle. Zur
sprachlichen Vereinfachung werden die erhobenen Werte fur MdFI bzw. MdFlg im
Folgenden im FlieBtext DOV ADEVROXWH ([SUHVVLRQ33EBH | AIURKIIHWL Y H

5.6.1 Kontrolle der angewandten Methodik

Im Laufe der Studie wurden fiir diese Analysen unterschiedliche Anzahlen von Tieren aus
verschiedenen Versuchsgruppen untersucht (vgl. Tab. 47 bzw. Abb. 15). Signifikante
Unterschiede zeigten sich dabei nur zwischen den Versuchsgruppen der Versuchstiere.
Hier unterschieden sich in einzelnen BT die Versuchsgruppen V2 und V3 signifikant
voneinander (Tab. 66 A/B im Anhang). Wahrend in der Mediumkontrolle bei festgestellten
signifikanten Unterschieden immer V2 hohere Werte als V3 aufwies, war dies nach ConA-
Stimulation nicht immer der Fall. Fir JPPD-stimulierte PBMC gab es hier keine

signifikanten Unterschiede.

5.6.2 Expression von CD25 bzw. CD26 auf unstimulierten PBMC

Anhand der Mediumkontrollen wurde die spontane Expression von CD25 und CD26 auf
unstimulierten PBMC nach 6-tagiger Kultivierung bestimmt. Unabhangig von der betrach-
teten Lymphozytensubpopulation zeigte sich weder bei Kontroll- noch bei Versuchstieren
eine charakteristische Veranderung der spontanen Expression von CD26 Uber den
Versuchsverlauf (Abb. 15). Der in Abb. 15 dargestellte Verlauf spiegelt im Wesentlichen
auch die Verhaltnisse bei CD8* Gedachtniszellen sowie die fir CD25 bei beiden Gedacht-
niszellsubpopulationen wider. Die Ausrei3er nahmen bei letztgenannten Messungen
allerdings mitunter weitaus hohere Werte an (max. MdFI = 13.833). Allgemein war in den
BT 3-6 die Streuung der MdFI grof3er als in den darauf folgenden BT.
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Abb. 15: Expression von CD26 auf unstimulierten CD4

* Gedéachtniszellen von Kontroll- und Versuchstieren in einem Streudiagramm.

Dargestellt sind die MdFI-Werte fur den PE-Kanal. Jedes Symbol reprasentiert einen Messwert und bezeichnet die Versuchsgruppe des Tieres.
=K1 bzw. V1, =K2bzw.V2; =K3bzw.V3; =K4bzw. V4.
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Das Verhéltnis von CD25 zu CD26 war auf den untersuchten Zellen nicht immer
gleich (Tab. 67 im Anhang). CD4" und CD8" Gedachtniszellen zeigten in einzelnen
BT eine signifikant héhere Expression von CD25 als von CD26; bei den CD8*
Gedachtniszellen kamen jedoch auch vereinzelt signifikant hohere Werte fur den

Nachweis von CD26 vor.

Gegenuber den Versuchstieren zeigten die Kontrolltiere vereinzelt eine signifikant
héhere spontane Expression von CD25 auf den CD4* bzw. CD8" Gedachtniszellen
(Tab. 47). Die Versuchstiere wiesen zu keinem Zeitpunkt signifikant hohere spontane

Expressionen von CD25 oder CD26 auf als die Kontrolltiere.

Tab. 47: p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte fur den Nachweis von CD25 bzw.
CD26 zwischen den Mediumkontrollen der Kontroll- und der Versuchstiere. Dargestellt
ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).

p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte

Anzahl . X
untersuchter zwischen Kontroll- und Versuchstieren

Tiere (n) CD4*CD45R0O" CD8*CD45R0O*
BT KT VT Untersuchte VGr CD25 CD26 CD25 CD26
3 9 18 K1, K2, K3, V1, V2, V3 ,253 ,253 ,561 , 106
4 8 9 K1, K2, K3, V2, V3 ,370 ,236 ,606 321
5 6 12 K2, K3, V2, V3 ,964 ,494 ,892 , 125
6 6 12 K2, K3, V2, V3 ,892 ,494 ,892 , 750
7 10 11 K2, K3, K4, V3, V4 ,877 ,523 , 152 479
8 10 10 K3, K4, V3, V4 ,004 912 ,019 ,699
10 7 6 K4, V4 ,001 ,366 ,051 ,181
11 3 3 K4, V4 , 100 , 700 1,000 ,400
12 3 3 K4, V4 , 300 ,400 , 100 ,400
13 4 4 K4, V4 ,200 ,486 ,057 ,686

KT = Kontrolltiere; VT = Versuchstiere; VGr = Versuchsgruppe.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die MdFI-Werte bei Versuchstieren signifikant hoher als
bei Kontrolltieren. Unterstrichen sind Félle, in denen das Gegenteil der Fall ist.

5.6.3 Induzierbarkeit von Anderungen in der Expression von CD25 und
CD26 auf PBMC durch ConA

Anhand der Positivkontrolle konnte gezeigt werden, dass die untersuchten PBMC in
der Lage waren, auf geeignete Stimulation hin die Anzahl der auf der Zelloberflache
exprimierten Proteine zu variieren. Die Expression von CD25 auf CD4* und CD8*
Gedéachtniszellen wurde bei Kontroll- sowie Versuchstieren durch ConA-Stimulation
im Vergleich zur Mediumkontrolle durchgehend erhéht (Abb. 16, Abb. 17). Von BT 3
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bis BT10 waren jeweils die Unterschiede zur Mediumkontrolle statistisch signifikant
(Tab. 48). Die Expression von CD26 wurde durch die ConA-Stimulation weniger
deutlich beeinflusst (Abb. 18, Abb. 19). Hier war die Expression von CD26 nur
zeitweise statistisch signifikant erhdht; vereinzelt wurde nach Stimulation auch eine

signifikant geringere Expression als in der Mediumkontrolle festgestellt (Tab. 48).

Tab. 48: p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte fur den Nachweis von CD25 bzw.
CD26 zwischen stimulierten Proben und den Mediumkontrollen. Dargestellt ist die
exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte
zwischen stimulierten Proben und den Mediumkontrollen
JPPD (4 pug/ml) ConA (1,5 pg/ml)

CD4*CD45R0O* CD8*CD45R0O" CD4*CD45R0O* CD8*CD45R0O*
BT CD25 CD26 CD25 CD26 CD25 CD26 CD25 CD26

3,004 039 008,250 004 652 004 250
4 148 = ,008 547 078 ,008 008 ,008  ,008
5 031 156 031 563 031 094 031 844
© 6 ,563 156 313,094 ,031 1,000 031 ,688
2 7 002 ,002 002 ,010 ,002 002 ,002 002
% 8 ,084  ,002 006  ,004 002 004 002  ,002
S 10 016 ,109 016 ,078 016  ,078 016  ,031
11 250 ,250 250 250 250 250 250 250
12,750  ,500 1,000 ,500 250  ,250 250 250
13 125 125 125 375 125 250 125 1,000
3,000 ,000 000,000 000,083 000,393
4 004 496 004 570 ,004 039 ,004 039
5 ,000 000 001,001 ,000 ,009 ,000 ,016
© 6 | 012 000 042 027 005 519 012 622
@ 7  ,001 001 ,001 001 001 001 001 001
3 8 002 002 002 002 ,002 002 ,002 002
g 10 081 081 031,031 031 688 031 219
11 250 ,250 250  ,250 250,500 250 250
12 250 ,250 250  ,250 250  ,750 250 1,000
13 125 125 125 125 125 125 125 625

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die MdFI-Werte der stimulierten Probe signifikant héher
als die der Mediumkontrolle. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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Abb. 16: Expression von CD25 auf CD4 * Gedachtniszellen in der Mediumkontrolle bzw. nach Stimulation mit ConA in Abh angigkeit vom
BT. Dargestellt sind die MdFI der Kontroll- bzw. Versuchstiere fir den PE-Kanal in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Mediumkontrolle ; = ConA-Stimulation; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den MdFI der Mediumkontrolle und der ConA-Stimulation.
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Abb. 17: Expression von CD25 auf CD8 * Gedachtniszellen in der Mediumkontrolle bzw. nach Stimulation mit ConA in Abh angigkeit vom
BT. Dargestellt sind die MdFI der Kontroll- bzw. Versuchstiere fir den PE-Kanal in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Mediumkontrolle ; = ConA-Stimulation; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den MdFI der Mediumkontrolle und der ConA-Stimulation.
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Abb. 18: Expression von CD26 auf CD4 * Gedachtniszellen in der Mediumkontrolle bzw. nach Stimulation mit ConA in Abhan gigkeit vom
BT. Dargestellt sind die MdFI der Kontroll- bzw. Versuchstiere fir den PE-Kanal in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Mediumkontrolle ; = ConA-Stimulation; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den MdFI der Mediumkontrolle und der ConA-Stimulation.



Kontrolltiere Versuchstiere

Abb. 19: Expression von CD26 auf CD8 * Gedachtniszellen in der Mediumkontrolle bzw. nach Stimulation mit ConA in Abh angigkeit vom
BT. Dargestellt sind die MdFI der Kontroll- bzw. Versuchstiere fir den PE-Kanal in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Mediumkontrolle ; = ConA-Stimulation; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den MdFI der Mediumkontrolle und der ConA-Stimulation.
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Zwischen den Kontroll- und Versuchstieren unterschieden sich die Expressions-
niveaus von CD25 und CD26 nach ConA-Stimulation zu keinem Zeitpunkt signifikant
(Tab. 49).

Tab. 49: p-Werte beim Vergleich der MdFI- bzw. MdFI o-Werte fiir den Nachweis von
CD25 bzw. CD26 zwischen den mit ConA stimulierten PBMC der Kontroll- und der
Versuchstiere. Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).

p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte

unté?:l?:rllter zwischen Kontroll- und Versuchstieren

Tiere (n) CD4*CD45R0O* CD8*CD45RO*

BT KT VT Untersuchte VGr CD25 CD26 CD25 CD26

3 9 18 K1,K2,K3,V1,V2, V3 ,348 ,900 ,232 ,382

4 8 9 K1, K2, K3, V2,V3 423 ,236 277 ,139

5 6 12 K2, K3, V2, V3 ,291 1,000 ,083 ,682

6 6 12 K2, K3,V2,V3 ,820 ,892 ,291 ,820

o 7 10 11 K2, K3, K4, V3, V4 ,557 ,592 ,512 , 795
'§ 8 10 10 K3, K4, V3, V4 ,579 1,000 ,579 , 796
10 7 6 K4, V4 ,534 ,051 1,000 ,138

11 3 3 K4, V4 1,000 ,400 ,700 ,700

12 3 3 K4, V4 ,700 1,000 1,000 1,000

13 4 4 K4, V4 ,686 ,686 ,686 ,886

3 9 18 K1,K2,K3,V1,V2, V3 596 ,298 ,433 ,067

4 8 9 K1, K2, K3,V2,V3 ,815 ,606 ,963 ,606

5 6 12 K2, K3, V2, V3 437 ,682 ,180 ,616

6 6 12 K2, K3,V2,V3 ,964 ,494 ,750 ,892

= 7 10 11 K2, K3, K4, V3, V4 918 468 863 863
S 8 10 10 K3, K4, V3, V4 ,063 912 481 912
10 7 6 K4, V4 ,051 731 234 ,945

11 3 3 K4, V4 ,100 1,000 ,700 ,400

12 3 3 K4, V4 ,200 ,200 ,100 ,200

13 4 4 K4, V4 ,886 1,000 ,886 ,886

KT = Kontrolltiere; VT = Versuchstiere; VGr = Versuchsgruppe.

5.6.4 Expression von CD25 bzw. CD26 auf restimulierten PBMC

Um die Anderung der Expressionsstarken von CD25 und CD26 als Reaktion der
PBMC auf die Stimulation mit JPPD statistisch abzusichern, wurden die
Expressionsstarken bei stimulierten Proben statistisch gegen die in den Medium-
kontrollen getestet. Die Versuchstiere setzten sich in diesem Vergleich deutlich von
den Kontrolltieren ab (Tab. 48). Bei den Versuchstieren induzierte JPPD fast durch-
gehend die Expression von CD25 und CD26 in den CD4* und CD8* Gedé&achtnis-
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zellen. Von BT 3 bis BT 10 (mit Ausnahme von BT 4 fur CD26) war die Expression
von CD25 und CD26 nach JPPD-Stimulation statistisch signifikant héher als in der
Mediumkontrolle. Bei den Kontrolltieren hingegen war die Expressionssteigerung
durch JPPD insgesamt deutlich geringer. Hier wurden in zwei bis finf BT signifikante
Unterschiede gegeniber der Mediumkontrolle gefunden. Die Expression von CD25
zeigte sich dabei haufiger gegenuber der Mediumkontrolle signifikant erhéht als die
Expression von CD26. Fur keines der Aktivierungsmolekile kam es bei den
Kontrolltieren in mehr als drei aufeinander folgenden BT zu einem signifikanten

Unterschied.

Die Kontrolltiere zeigten, im Gegensatz zu den Versuchstieren fur CD26, keine
erkennbare Entwicklung der Aktivierungsmolekuil-Expression tber die Zeit (Abb. 20,
Abb. 21). Der zeitliche Verlauf der Expression bei den Versuchstieren unterschied
sich zwischen CD4* und CD8*" Gedachtniszellen wenig, weshalb die folgenden
Beschreibungen fur beide Subpopulationen der Versuchstiere gelten: Die absolute
Expression von CD25 war uber den Versuchsverlauf hinweg Schwankungen
unterlegen, ein spezifischer Verlauf war dabei aber nicht erkennbar. Die Expression
von CD26 hingegen zeigte einen Anstieg bis BT 6 bzw. BT 7 und eine Rickkehr zum
Ausgangsniveau in BT 12 und BT 13. Auf den CD4* Gedachtniszellen war die
Expression von CD26 ab BT 6 uber funf untersuchte BT hinweg stark erhoht, auf den
CD8* Gedachtniszellen jedoch sank die Expression nach Erreichen des Gipfels in
BT 7 wieder ab.

Die Expression von CD25 nach JPPD-Stimulation war unabhangig von der unter-
suchten Lymphozytensubpopulation oftmals signifikant hoher als die von CD26
(Tab. 67 im Anhang). Dies galt v.a. fur die Versuchstiere.
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Abb. 20: Expression von CD25 auf CD4 * bzw. CD8* Gedachtniszellen nach Stimulation mit JPPD in Abhangigkeit vom BT. Dargestellt sind
die MdFI-Werte der Kontroll- bzw. Versuchstiere fur den PE-Kanal in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den MdFI-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.
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Abb. 21: Expression von CD26 auf CD4 * bzw. CD8* Gedachtniszellen nach Stimulation mit JPPD in Abhangigkeit vom BT. Dargestellt sind

die MdFI-Werte der Kontroll- bzw. Versuchstiere fur den PE-Kanal in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Kontrolltiere; = Versuchstiere; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den MdFI-Werten der Kontroll- und der Versuchstiere.
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Die absolute Expression von CD25 und CD26 nach JPPD-Stimulation, gemessen am

MdFI, war bei den Versuchstieren in mehreren BT signifikant héher als die der
Kontrolltiere (Tab. 50, Abb. 20, Abb. 21). Die mittleren Range im Mann-Whitney-U-
Test waren mit Ausnahme des BT 13 immer bei den Versuchstieren hoher als bei
den Kontrolltieren. Fur die Expression von CD25 der CD4* und CD8* Gedachtnis-

zellen konnten von BT 3 bis BT 7 bzw. BT 8 signifikante Unterschiede zwischen den

Kontroll- und Versuchstieren festgestellt werden. Bei der Expression von CD26

zeigten sich diese erst ab BT 5 und auf CD8* Gedachtniszellen nicht durchgéngig bis

BT 8.

Tab. 50: p-Werte beim Vergleich der MdFI- bzw. MdFI
CD25 bzw. CD26 zwischen den mit JPPD stimulierten PBMC der Kontroll-
Versuchstiere. Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).

o-Werte flir den Nachweis von
und der

p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte

uné?szl?:rllter zwischen Kontroll- und Versuchstieren

Tiere (n) CD4*CD45R0O* CD8*CD45R0O"

BT KT VT Untersuchte VGr CD25 CD26 CD25 CD26

3 9 18 K1, K2,K3,V1,V2,v3 ,000 ,067 ,023 ,085

4 8 9 K1, K2, K3, V2, V3 ,000 ,093 ,000 ,370

5 6 12 K2, K3, V2,V3 ,000 ,018 ,010 ,024

6 6 12 K2, K3, V2,V3 ,013 ,041 ,024 ,102

o0 7 10 11 K2, K3, K4, V3, V4 ,002 ,000 ,013 ,000

'§ 8 10 10 K3, K4, V3, V4 ,063 ,004 ,023 ,023

10 7 6 K4, V4 ,073 ,073 , 101 ,138

11 3 3 K4, V4 ,400 ,100 ,700 ,100

12 3 3 K4, V4 ,100 ,400 ,400 , 700

13 4 4 K4, V4 1,000 ,886 ,886 ,886

3 9 18 K1, K2,K3,V1,V2,Vv3 ,002 ,012 ,076 ,027

4 8 9 K1, K2, K3, V2, V3 ,000 ,027 ,000 ,074

5 6 12 K2, K3, V2,V3 ,000 ,024 ,053 ,018

6 6 12 K2, K3, V2,V3 ,180 ,083 ,180 ,335

EO 7 10 11 K2, K3, K4, V3, V4 ,001 ,000 ,020 ,000

g 8 10 10 K3, K4, V3, V4 ,009 ,001 ,009 ,007

10 7 6 K4, V4 ,035 ,022 ,035 ,035

11 3 3 K4, V4 ,200 ,100 , 700 ,100

12 3 3 K4, V4 ,100 ,200 ,100 ,100

13 4 4 K4, V4 ,200 ,343 ,343 ,886

KT = Kontrolltiere; VT = Versuchstiere; VGr = Versuchsgruppe.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Es sind
jeweils die MdFI- bzw. MdFIgp-Werte bei den Versuchstieren signifikant hoher als bei

Kontrolltieren.
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Die relative Expression von CD25 und CD26 nach JPPD-Stimulation, quantifiziert
mittels MdFlg, zeigte unabhangig von der betrachteten Lymphozytensubpopulation
im Mann-Whitney-U-Test zu jedem Zeitpunkt flr die Versuchstiere einen hdheren
mittleren Rang als fur die Kontrolltiere. Statistisch signifikant waren die Unterschiede
zwischen den Kontroll- und Versuchstieren allerdings nicht zu jedem Zeitpunkt
(Tab. 50). Die meisten signifikanten Unterschiede zwischen den Kontroll- und
Versuchstieren konnten fur die Expression von CD25 und CD26 bei den CD4*
Gedachtniszellen ermittelt werden (BT 3 bis BT 10, mit Ausnahme von BT 6). Auf
den CD8* Gedachtniszellen gab es fur die Unterschiede zwischen entsprechenden
Expressionen in den BT 3-5 teilweise keine statistische Signifikanz.

5.6.5 Diagnostische Prazision bei der Anwendung des Tests zur

Differenzierung von Kontroll- und Versuchstieren

Die hier untersuchten, durch JPPD induzierten Veranderungen der Expression von
CD25 und CD26 auf CD4* und CD8* Gedachtniszellen wurden auf Einzeltierebene
auf ihre Eignung fur diagnostische Zwecke getestet (wie in 4.8 beschrieben). Dabei
wurden fir die Bestimmung des Grenzwertes zum einen die MdFI-Werte und zum

anderen die MdFlq-Werte fur den Nachweis der Aktivierungsmolekiile verwendet.

Betrachtete man den Nachweis von CD25 auf CD4* Gedéachtniszellen nach JPPD-
Stimulation, ergaben sich nur bei der Testung auf Grundlage der MdFlo-Werte
konsistent Richtig-Negativ-Raten zwischen 90 und 100 % (Tab.51). Bei dieser
Testung waren auch die Richtig-Positiv-Raten tGber den Versuchsverlauf gesehen am
hochsten. Mit einer Ausnahme (16,7 % in BT 6) rangierten diese von BT 4 bis BT 12
von 33,33 bis 66,67 %. Alle anderen Messparameter, die hier getestet wurden,
zeigten vermehrt falsch-positive Ergebnisse (in einzelnen BT Richtig-Negativ-Rate
nur 66,67 oder 85,7 %) und erreichten geringere Richtig-Positiv-Raten. Die
Beurteilung anhand des Nachweises von CD26 nach JPPD-Stimulation war dabei

allgemein weniger geeignet als die anhand des Nachweises von CD25.



Ergebnisse 139

Tab. 51: Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-Raten bei Differenzie rung auf Grundlage
von MdFI- bzw. MdFI o-Werten fir den Nachweis von CD25 bzw. CD26 auf CD4 * und
CD8" Gedachtniszellen nach JPPD-Stimulation (4 pg/ml). Dargestellt sind die berech-
neten Grenzwerte (GW) sowie die Richtig-Negativ-Rate und die Richtig-Positiv-Rate bei
Anwendung des jeweiligen Parameters in der Einzeltiertestung in Abhangigkeit vom BT.
Ergebnisse wurden dafiir als positiv angesehen, wenn sie den GW (berschritten. Dieser
entspricht dem Mittelwert der Gesamtergebnisse der Kontrolltiere addiert mit der dreifachen
Standardabweichung.

MdFI MdFlo

CD4*CD45RO* CD8*CD45RO" CD4*CD45RO" CD8'CD45RO"

BT CD25 CD26 CD25 CD26 CD25 CD26 CD25 CD26
GW / 20.997 3.765 19.983 3.639 69,977 14,225 98588 12,231
3 100 100 100 100 100 100 100 100
T 4 100 100 100 100 100 100 100 100
s 5 100 100 100 100 100 100 100 100
& 6 100 833 100 100 100 83,3 100 100
% 7 100 100 100 100 100 100 100 100
> 8 90 90 90 90 90 90 90 90
£ 10 100 857 100 85,7 100 85,7 85,7 85,7
£ 11 100 100 100 100 100 100 100 100
£ 12 100 100 66,7 100 100 100 100 100
13 66,7 100 100 100 100 100 100 100

3 333 0 16,7 0 27,8 5,6 16,7 0

= 4 111 0 11,1 0 33,3 11,1 22,2 0
5 5 667 167 58,3 8,3 58,3 16,7 58,3 33,3
8 6 167 333 0 41,7 16,7 33,3 0 25
2 7 182 273 9,1 45,5 36,4 81,8 9,1 72,7
2 8 20 20 40 40 50 60 40 70
% 10 50 33,3 33,3 0 66,7 33,3 66,7 33,3
£ 11 333 333 33,3 0 66,7 100 33,3 0
X 12 66,7 0 66,7 0 66,7 0 66,7 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0
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5.7 Zusammenhange zwischen den untersuchten Parametern der

zellvermittelten Immunitat und dem Infektionsverlauf

Anhand der bisher untersuchten Parameter wurden Zusammenhénge zwischen dem
Infektionsstatus der einzelnen Tiere und ihrer zellularen Immunantwort hergestellt.
Dafur wurden anhand der Ergebnisse aus 5.1 Teilgruppen von Tieren definiert
(Tab. 52). Diese Teilgruppen wurden nachfolgend hinsichtlich der Parameter, die die

zellulare Immunantwort widerspiegeln, verglichen.

5.7.1 Definition der Teilgruppen fur den kulturellen MAP-Nachweis in
Kot- und Organproben und die MAP-spezifische Antikorper-
reaktion

Fur die Ergebnisse des kulturellen MAP-Nachweises in Kotproben wurden drei
Teilgruppen definiert: Kurzausscheider, Dauerausscheider und Unbestimmt. Die
erste Gruppe umfasste Tiere, die nur vorubergehend (max. bis BT 3) MAP
ausschieden (n=28). Die zweite Gruppe enthielt Tiere, die anhaltend oder
intermittierend MAP ausschieden (kein Ende der Ausscheidung erkennbar; n = 13).
In eine dritte Gruppe wurden Tiere einsortiert, die nicht eindeutig in die erste oder
zweite Gruppe eingeordnet werden konnten (n = 7). Dies war meistens dann der Fall,

wenn sie fur diese Zuordnung zu frih aus dem Versuch genommen wurden.

Hinsichtlich der MAP-spezifischen Antikorperreaktion wurde unterschieden zwischen
Tieren, die keinen positiven Antikdrpertiter entwickeln (AK negativ; n = 4), solchen,
die dauerhaft einen positiven Titer erreichen (AK positiv; n = 16) und solchen, die
nicht eindeutig zugeordnet werden kdnnen (Unbestimmt; n = 8). Die Tiere, die nicht
eindeutig zugeordnet wurden, hatten bis auf einen Fall (Tier 7 in BT 2) nie ein
positives Ergebnis im ELISA (ID Screen® Paratuberculosis Indirect), hatten aber bei
langerer Verweildauer im Versuch moglicherweise noch eine positive Antikdrper-

reaktion entwickeln konnen.

Die Ergebnisse des kulturellen MAP-Nachweises in Organproben zum Sektions-
zeitpunkt waren fur V1, V2 und V3 innerhalb der Versuchsgruppe jeweils relativ
homogen (WI vorwiegend 25 bis tber 75 fir V1 und 0 bis 75 fur V2 und V3). Nur in
V4 zeigten die Tiere untereinander deutliche Unterschiede, denen folgend drei
Teilgruppen festgelegt wurden. Dabei wurde unterschieden zwischen Tieren, die in

den Organproben keinen Nachweis von MAP (n = 1), eine moderate Bakterienlast
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(W1 vorwiegend 0 bis 25; n = 3), oder eine hohe Bakterienlast (WI vorwiegend uber

75, n=3) aufwieseQ 'LHVH ZHUGHQ ]XU O9HUHLQIDFKXQJ LP
Q H J D (W), Ypaucibazillar (PB) und multibazillar (MB) genannt. PB und MB deshalb,

weil bei immunhistochemischen Untersuchungen von Organproben derselben Tiere

bei den Tieren mit einer moderaten Bakterienlast paucibazillare Lasionen und bei

den Tieren mit einer hohen Bakterienlast multibazillare Lasionen gefunden wurden

(Kruger, Kohler et al. 2014).

Wahrend die Dauerausscheider ausnahmslos auch zur Teilgruppe AK positiv
gehdrten, waren unter den Kurzausscheidern vier Tiere in der Teilgruppe AK negativ,
ein Tier gehorte zu AK positiv und drei Tiere waren nicht eindeutig zuzuordnen.

Die Versuchstiere, die im IL-10-Test und mittels Genexpressionsanalyse untersucht
wurden (V4), waren Uberwiegend Dauerausscheider und gleichzeitig AK positiv. Nur
bei zwei Tieren verhielt es sich anders: Tier 28 war der Ausscheidung nach nicht
eindeutig zuzuordnen, zeigte aber eine positive Antikdrperreaktion und Tier 13 zeigte
weder eine andauernde Ausscheidung von MAP noch eine positive
Antikdrperreaktion. Bei Tier 13 konnte dariber hinaus auch in den untersuchten
Organproben kein Nachweis von MAP bzw. MAP-spezifischen Veranderungen
erbracht werden. Die anderen Tiere aus V4 hingegen zeigten eine moderate oder

hohe Bakterienlast in den Organproben.
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Tab. 52: Einteilung der Versuchstiere in Teilgruppen, basierend auf ihren Befunden
hinsichtlich ihrer Ausscheidung von, ihrer Immunantwort auf bzw. ihrer Besiedelung

mit MAP. Dargestellt sind die Zuordnungen zu den definierten Teilgruppen fir jedes
Versuchstier. Dartber hinaus ist die jeweilige Tiernummer aus der Vero6ffentlichung von
Kriger, Kohler, Liebler-Tenorio (2014) angegeben, da diese eine andere Zuordnung
verwendet haben (Tier 20 und Tier 24 wurden dort nicht immunhistochemisch untersucht).

Kultureller - Kultureller MAP-
MAP-Nachweis A'\ﬂﬁlzj-fg;rigglft?gn Nachweis in
in Kotproben Organproben
1 = Kurz- 0 = AK negativ 0 = Kultur negativ
ausscheider Tiernummer bei
2 = Dauer- 1 = AK positiv 1 = Paucibazillar K_rUger, Kéhlgr,
ausscheider Llebl(ezrél'j)norlo
VGr Tiernr. 3 = Unbestimmt 2 = Unbestimmt 2 = Multibazillar
V1 1 2 1 1
V1 2 2 1 3
V1 3 3 2 5
V1 15 1 2 6
V1 16 1 2 4
V1 17 3 2 2
V1 18 2 2 7
V2 4 3 1 8
V2 6 1 0 12
V2 7 1 2 13
V2 10 1 0 10
V2 19 1 1 9
V2 20 3 2 -
V2 21 2 1 11
V3 5 2 1 14
V3 8 2 1 16
V3 9 2 1 18
V3 22 2 1 15
V3 23 3 1 17
V3 24 3 2 -
V3 25 1 0 19
V4 11 2 1 2 20
V4 12 2 1 1 21
V4 13 1 0 0 23
V4 14 2 1 1 25
V4 26 2 1 2 22
V4 27 2 1 2 24
V4 28 3 1 1 26
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57.2 Die zellulare Immunantwort bei Kurzausscheidern bzw. Dauer-

ausscheidern

Wahrend sich in der spontanen IFN- JFreisetzung beim Vergleich zwischen Kurz-
und Dauerausscheidern keine deutlichen Unterschiede zeigten (nicht dargestellt),
waren nach Stimulation mit JPPD, APPD und ConA Unterschiede in der Freisetzung
von IFN- Jauszumachen. Am deutlichsten waren diese anhand der S/P-Ratios nach
JPPD-Stimulation festzustellen (Abb. 22). Signifikante Unterschiede zwischen den
Kurz- und Dauerausscheidern ergaben sich jedoch unabhdngig vom Stimulations-
ansatz nur fir wenige BT (Tab. 68 A im Anhang, Abb. 22, Abb. 23).

a y a a
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Abb. 22: IFN- JFreisetzung der mit JPPD stimulierten PBMC in Abhangigkeit vom BT.
Dargestellt ist die S/P-Ratio der fur 24 h mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-
Whisker-Plots (siehe 4.9.2).

= Kurzausscheider; = Dauerausscheider; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den
S/P-Ratios der Kurz- und der Dauerausscheider.
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Es liel3en sich nach JPPD-Stimulation bei den PBMC der Kurzausscheider in den ersten
vier BT hohere Mediane festhalten als bei den Dauerausscheidern. Von BT 5 an sank das
Niveau der IFN- JFreisetzung bei den Kurzausscheidern, wahrend es bei den Dauer-
ausscheidern erst ab BT 6 sank. Daher fiel die Freisetzung von IFN-Jbei den Kurz-

ausscheidern von BT 5 bis BT 9 unter das Niveau der Dauerausscheider ab.

Diese Unterschiede spiegelten sich in Ansatzen auch in den Reaktionen auf die Stimula-
tion mit APPD bzw. ConA wider (Abb. 23). Hier zeigten PBMC einzelner Tiere der Kurz-
ausscheider in BT 1, BT 2 und BT 4 teilweise deutlich hohere S/P-Ratios als die der
Dauerausscheider. Der Median lag allerdings tber den gesamten Versuchsverlauf

gesehen zumeist unter dem der Dauerausscheider.

Bei der Expression von CD25 und CD26 auf CD4* und CD8* Gedachtniszellen traten hin-
gegen vor allem in der Mediumkontrolle deutliche Unterschiede zwischen Kurz- und
Dauerausscheidern auf (Abb. 24, Abb. 25). Beide Aktivierungsmolekile wurden unab-
héangig von der betrachteten Lymphozytensubpopulation auf Zellen von Kurzausscheidern
von BT 3 bis BT 6 hoher exprimiert als bei solchen von Dauerausscheidern. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Kurz- und den Dauerausscheidern waren jedoch
weder in den unstimulierten noch in den mit JPPD stimulierten PBMC auszumachen
(Tab. 68 B im Anhang).

In den Stimulationsansatzen mit JPPD wiederum konnte kein Unterschied zwischen den
Kurzausscheidern und den Dauerausscheidern bei Betrachtung des MdFI festgestellt
werden (Abb. 26, Abb. 27).

Ergebnisse der Genexpressionsanalysen bzw. des IL-10-Tests lagen bei den Versuchs-
tieren lediglich fir V4 vor. Da in V4 mit Aushahme eines Tieres alle Tiere Dauer-
ausscheider waren, wurde der Vergleich zwischen den Teilgruppen fir diese Parameter
nicht durchgefthrt.

5.7.3 Die zellulare Immunantwort bei den Teilgruppen AK negativ bzw.

AK positiv

Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der Teilgruppen Kurzausscheider und AK negativ
bzw. der Teilgruppen Dauerausscheider und AK positiv wird hier auf eine Beschreibung der
im letzten Kapitel behandelten Parameter verzichtet. Der Vergleich der Ergebnisse der Gen-
expressionsanalysen wurde ebenfalls unterlassen, da die auf Genexpressionsebene unter-

suchten Tiere mit Ausnahme eines Tieres der Teilgruppe AK positiv zugeordnet waren.
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Abb. 23: IFN- JFreisetzung der mit APPD bzw. ConA stimulierten PBMC in Abhangigkeit vom
mit APPD (125 I.E./ml) bzw. mit ConA (20 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Dauerausscheider; (a) = signifikante Unterschiede zwischen den S/P-Ratios der Kurz- und der Dauerausscheider.
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Abb. 24: Expression von CD25 bzw. CD26 auf unstimulierten CD4
den PE-Kanal auf fir 6 d inkubierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Dauerausscheider.
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Abb. 25: Expression von CD25 bzw. CD26 auf unstimulierten CD8  * Gedachtniszellen in Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist der MdFI fur
den PE-Kanal auf fir 6 d inkubierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Kurzausscheider; = Dauerausscheider.
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Abb. 26: Expression von CD25 bzw. CD26 auf mit JPPD stimulierten CD4  * Ged&achtniszellen in Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist der
MdFI fir den PE-Kanal auf fur 6 d mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Kurzausscheider; = Dauerausscheider.
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Abb. 27: Expression von CD25 bzw. CD26 auf mit JPPD stimulierten CD8  * Gedachtniszellen in Abh&ngigkeit vom BT. Dargestellt ist der
MdFI fir den PE-Kanal auf fur 6 d mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
= Kurzausscheider; = Dauerausscheider.



150 Ergebnisse

57.4 Die zellulare Immunantwort bei Kn-, PB- und MB-Tieren

Es werden im Folgenden nur die Tiere der Versuchsgruppe V4 analysiert. Nur diese
Tiere lieRen sich hinsichtlich des MAP-Nachweises in Organproben innerhalb einer
Versuchsgruppe in Teilgruppen untergliedern und nur der Vergleich innerhalb einer

Versuchsgruppe (und damit innerhalb eines Sektionszeitpunktes) ist sinnvoll.

Die spontane Freisetzung von IFN- Junterschied sich nicht zwischen den Teilgruppen
(nicht dargestellt). Nach Stimulation mit JPPD jedoch zeigten die Tiere der
PB-Gruppe einen deutlich steileren und insgesamt hoheren Anstieg der S/P-Ratios
als die Tiere der MB-Gruppe (Abb. 28).
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Abb. 28: IFN- JFreisetzung der mit JPPD stimulierten PBMC in Abhangigkeit vom BT.
Dargestellt ist die S/P-Ratio der fir 24 h mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-
Whisker-Plots (siehe 4.9.2).

=PB; =MB; =Kn.

Ab BT 6 sanken die S/P-Ratios der PB-Tiere wieder auf das Niveau der MB-Tiere ab.
Das Kn-Tier zeigte ebenfalls einen steileren Anstieg der S/P-Ratios als die MB-Tiere
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und eine Absenkung der Werte ab BT 5. Letztere verlief steiler als bei den PB-Tieren
und die S/P-Ratios lagen ab BT 5 jeweils niedriger als der Median von PB bzw. MB.

Die Unterschiede zwischen den Teilgruppen nach APPD- bzw. ConA-Stimulation
lieRen sich auf dieselbe Art und Weise beschreiben. Allein das Absinken der Werte

vom Kn-Tier zeigte sich weniger ausgepragt (nicht dargestellt).

Fur die spontane Freisetzung von IL-10 lieRen sich kaum Unterschiede zwischen den
Tieren der Teilgruppen Kn, PB und MB ausmachen (nicht dargestellt). Auffallig war
aber, dass in den Stimulationsansatzen mit JPPD und APPD die hoheren S/P-Ratios

in BT 2 vornehmlich den PB-Tieren zuzuordnen waren (Abb. 29).

Die spontane Genexpression der untersuchten Zytokine unterschied sich zwischen
den Gruppen Kn, PB und MB nur fur IL-18. Hier zeigten sich bei PBMC von
PB-Tieren gegeniuber den MB-Tieren bis einschlie3lich BT 9 tendenziell geringere
Genexpressionen (Abb. 30). In BT 11 und BT 13 hingegen war die IL-18-
Genexpression bei den PB-Tieren hoher als bei den MB-Tieren. Diese Effekte
konnten unabhangig von der Inkubationszeit festgestellt werden. Die
Genexpressionslevel von IL-18 in PBMC des Kn-Tieres waren ebenfalls zunachst
geringer als die Medianwerte der IL-18-Genexpression der MB-Tiere (bis BT 7 bzw.
BT 11 bei einstundiger bzw. 24-stiindiger Inkubation). Ab BT 9 zeigten PBMC des
Kn-Tieres nach einstiindiger Inkubation eine hohere IL-18-Genexpression als die der

MB-Tiere. Nach 24-stiindiger Inkubation hingegen war dies nur in BT 13 der Fall.

Diese Unterschiede zwischen den Teilgruppen zeigten sich noch deutlicher bei den
mit JPPD stimulierten PBMC (Abb. 31). Hier waren die Werte der MB-Tiere
unabhangig von der Stimulationszeit in den ersten drei BT (BT 3, BT 5 und BT 7)
deutlich héher und in den folgenden drei BT (BT 9, BT 11 und BT 13) deutlich
geringer als die des Kn-Tiers und der PB-Tiere. Dies kam zustande durch ein
deutliches Absinken der Genexpression von IL-18 bei den MB-Tieren und eine
gleichzeitige Tendenz zu einer ansteigenden Genexpression bei den (dbrigen
Teilgruppen uber den Versuchszeitraum. Dieser Anstieg der IL-18-Genexpression
war jedoch bei dem Kn-Tier deutlicher nach einstindiger und bei den PB-Tieren

deutlicher nach 24-stindiger Stimulation zu erkennen.

Bei den fir 24 Stunden mit JPPD stimulierten PBMC konnten dartber hinaus auch
Unterschiede in der Gen-Expression der Zytokine IL-10 und IL-12p40 festgestellt

werden. So war mit Ausnahme von BT 5 zu jedem Messzeitpunkt die Genexpression
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von IL-10 und IL-12p40 bei den PB-Tieren gegenuber den MB-Tieren tendenziell
erhoht (Abb. 32). Die Entwicklung der Genexpressionsniveaus beim Kn-Tier glich
dabei weder speziell der der PB-Tiere noch der der MB-Tiere. Eine deutliche
Abweichung von den Werten der anderen Teilgruppen zeigte sich allerdings nur ftr
IL-12p40 in BT 3.

Wahrend die spontane Expression von CD25 weder auf den CD4* noch auf den
CD8* Gedachtniszellen zwischen den Teilgruppen systematische Unterschiede
aufwies (nicht dargestellt), waren nach JPPD-Stimulation solche Unterschiede
erkennbar. Durch JPPD stimuliert exprimierten sowohl die CD4* als auch die CD8"
Gedéachtniszellen von PB-Tieren durchweg mehr CD25 als die von MB-Tieren
(Abb. 33). Bei der Expression von CD26 verhielt es sich tendenziell umgekehrt
(Abb. 34). Uber die Expression von CD25 und CD26 bei dem Kn-Tier lasst sich keine
Aussage treffen, da dieses im Versuchsverlauf aufgrund geringer Zellzahlen bei der
PBMC-Isolation nur zweimal (BT 10 und BT 12) beprobt wurde.
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Abb. 29: IL-10-Freisetzung der mit JPPD bzw. APPD stimulierten PBMC in Abh&angigkeit vom B T. Dargestellt ist die S/P-Ratio der fur 64 h

mit JPPD (4 pg/ml) bzw. APPD (125 |.E./ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
=PB; =MB; =Kn.
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Abb. 30: Genexpression von IL-18 in der Mediumkontrolle in Abh&angigkeit vom BT. Dargestellt ist der 'CT der fur 1 h bzw. fir 24 h
inkubierten Mediumkontrolle in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2). Es fehlt ein Wert fur die fir 1 h inkubierte Mediumkontrolle vom Kn-Tier in BT 13,
da in diesem BT nicht geniigend PBMC isoliert werden konnten.

=PB; =MB; =Kn.
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Abb. 31: Genexpression von IL-18 in fur 1 h bzw. 24 h mit JPPD stimulierten PBMC in Abhéangigkeit vom BT. Dargestellt ist der 'CT der fir
1h bzw. fur 24 h mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2). Es fehlt der Wert fur die fur 1 h inkubierte
Mediumkontrolle vom Kn-Tier in BT 13, da in diesem BT nicht gentigend PBMC isoliert werden konnten.

=PB; =MB; =Kn.



IL-10, 24 h JPPD-Stimulation IL-12p40, 24 h JPPD-Stimulation

Abb. 32: Genexpression von IL-10 und IL-12p40 in mit JPPD stimulierten PBMC in Abh angigkeit vom BT. Dargestellt ist der 'CT der fur
24 h mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
=PB; =MB; =Kn.
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Abb. 33: Expression von CD25 auf mit JPPD stimulierten
MdFI der fur 6 d mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
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Abb. 34: Expression von CD26 auf mit JPPD stimulierten CD4  * bzw. CD8* Gedachtniszellen in Abhangigkeit vom BT. Dargestellt ist der

MdFI der fir 6 d mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC in Box-Whisker-Plots (siehe 4.9.2).
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Ergebnisse 159

5.8 Zeitliche Einordnung der inokulationsbedingten Veranderungen und
Korrelationen zwischen relevanten Parametern der zellvermittelten

Immunitéat

In dieser Studie wurden in verschiedenen Untersuchungen deutliche Unterschiede
zwischen den Kontroll- und Versuchstieren festgestellt. Die Richtig-Negativ-Raten bei
der Auswertung der Daten vom kulturellen MAP-Nachweis in Kotproben, vom
Nachweis der MAP-spezifischen Antikorperreaktion, von der IFN- JFreisetzung, der
Zytokingen- Genexpression von IL-12p40 und TNF-. XQG GHU ([SUHVVLRQ YRQ
und CD26 auf CD4* und CD8* Gedachtniszellen nach JPPD-Stimulation wichen nur
in Einzelfallen von 100 % ab. Die Richtig-Positiv-Raten hingegen zeigten deutliche
Unterschiede Uber den Versuchsverlauf (Abb. 35). Dabei erreichte die Richtig-
Positiv-Rate vom Nachweis von MAP in Kotproben zu Beginn der Untersuchung
(BT 2) ihren Hohepunkt, bei allen anderen Parametern ergaben sich die hoéchsten
Richtig-Positiv-Raten hingegen erst im Laufe des Versuchs. Abb. 35 und Abb. 36
fassen die Ergebnisse der verschiedenen Parameter zusammen und bringen sie in

einen zeitlichen Zusammenhang.

Um Zusammenhange zwischen verschiedenen Parametern der zellvermittelten
Immunitat darstellen zu kénnen, wurden die Ergebnisse relevanter Parameter mittels
Korrelationsanalyse nach Spearman untersucht. Es wurden hierfur die S/P-Ratios
von IFN-Jund IL-10, die MdFI-Werte von CD25 und CD26 auf CD4* und CD8*
Gedachtniszellen und die 'CT-Werte fur I1L-10, IL-12p40, IL-18, TNF- Dund TGF-E
nach 24-stindiger Stimulation mit JPPD und jeweils zum gleichen Zeitpunkt p.i.
verglichen. Es ergaben sich allerdings wenige statistisch signifikante Korrelationen
(Tab. 53).

Es zeigte sich, dass nach JPPD-Stimulation die S/P-Ratio fur IFN- Jsignifikant mit der
Genexpression von IL-12p40, der S/P-Ratio fur IL-10 und der Expression von CD25
und CD26 auf CD4* und CD8* Gedachtniszellen korrelierte. Allerdings lag der
Rangkorrelationskoeffizient Spearmans Rho dabei zwischen 0,264 und 0,378. Es
handelte sich in diesen Fallen also lediglich um geringe Korrelationen. Eine mittlere
Korrelation (Spearmans Rho =0,587) zeigte sich zwischen der Zytokingen-
Genexpression von IL-12p40 und der Expression von CD26 auf CD8* Gedéachtnis-
zellen. Daruber hinaus konnten keine Korrelationen mit statistischer Signifikanz

festgestellt werden.



Abb. 35: Zeitstrahl der Befunde bei den Versuchstieren. Die Ergebnisse des kulturellen MAP-Nachweis in Organproben und die Richtig-
Positiv-Raten der Testparameter, die sich in dieser Studie fir die Differenzierung der Tiergruppen als am besten geeignet erwiesen haben, sind in
Abhangigkeit von der Zeit zusammengefasst. Die Richtig-Positiv-Raten sind zur besseren Ubersicht ihrer Hohe folgend unterschiedlich intensiv
farblich hinterlegt. = Richtig-Positiv-Rate von 0 %. = Richtig-Positiv-Rate von 100 %.

S 3 = Sektion, 3 Monate p.i.; S 6 = Sektion, 6 Monate p.i.; S 9 = Sektion, 9 Monate p.i.; S 12 = Sektion, 12 Monate p.i.



Abb. 36: Gemeinsame Darstellung der zeitlichen Verlaufe der Freisetzung von IFN- J(S/P-Ratio) und der Genexpression von IL-12p40 und
TNF- D('CT) von mit JPPD (4 pg/ml) stimulierten PBMC (Versuchstiere). Dargestellt ist jeweils der Median der S/P-Ratios bzw. der 'CT-Werte
in Abhéangigkeit von der Zeit.
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Tab. 53: Spearmans Rho beim Vergleich verschiedener Parameter der zellularen
Immunitat, nach JPPD-Stimulation und innerhalb der Versuchstiere. Dargestellt sind
jeweils der Rangkorrelationskoeffizient Spearmans Rho, die exakte Signifikanz zweiseitig und
die Anzahl der verglichenen Paare. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden Dopplungen aus
dieser Kreuztabelle entfernt.

Quantifiziertes Zytokin / Aktivierungsmolekal

0

% c = CD4*CD45R0O* CD8*CD45RO*

;.E TYQ % Dargestellte Grof3e IFN-J  IL-10 CD25 CD26 CD25 CD26

§ QO Einheit

(04 S/P-Ratio MdFI-Wert
o Spearmans Rho ,225 nd ,049 -,238 ,238 ,210
E‘ Signifikanz (2-seitig) ,163 ,880 ,457 ,457 ,513
- s Anzahl Paare 40 12 12 12 12
~ & Spearmans Rho ,318 nd ,350 ,238 ,510 087
:' § Signifikanz (2-seitig) ,046 ,265 ,457 ,090 ,045
- £ Anzahl Paare 40 12 12 12 12
o S Spearmans Rho -,200 nd 147 231 231 ,126
:' g Signifikanz (2-seitig) ,217 ,649 471 471 ,697
= § Anzahl Paare 40 12 12 12 12
I-IIJ = Spearmans Rho -,201 nd 147 , 140 -,063 -,497
'-(5 g Signifikanz (2-seitig) ,213 ,649 ,665 ,846 ,101
= 5 Anzahl Paare 40 12 12 12 12
o - Spearmans Rho ,140 nd ,189 ,070 ,259 224
% Signifikanz (2-seitig) ,389 557 ,829 417 484
~ Anzahl Paare 40 12 12 12 12
) Spearmans Rho 378 ,264 ,308 277 ,296
E' o Signifikanz (2-seitig) ,021 ,013 ,003 ,009 ,005
= § Anzahl Paare 37 88 88 88 88
o &' Spearmans Rho -,022 -,291 ,066 -,253
:‘ n Signifikanz (2-seitig) ,943 ,334 ,831 ,405
- Anzahl Paare 13 13 13 13

MK = Mediumkontrolle; JPPD = JPPD-Stimulation (4 pg/ml); IL-12 = IL-12p40; nd = Vergleich
nicht durchgefiihrt, da keine gultigen Paare vorhanden.

Grau hinterlegt sind Spearmans Rho-Werte, die mit einer Signifikanz innerhalb des
festgelegten Signifikanzniveaus (p ”0,05) belegt sind. Unterstrichen sind mittlere
Korrelationen, die einen Spearmans Rho-Wert > 0,5 aufweisen.
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6 Diskussion

6.1 Ziele, Hypothesen und wichtigste Ergebnisse

Als Grundlage fur eine angemessene Interpretation der weiteren Ergebnisse sollte mit
der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass das angewandte Inokulationsschema
geeignet ist, eine Infektion mit MAP im Tiermodell zu reproduzieren. Auf dieser Basis
wurden die angewandten Tests zur Quantifizierung der zellularen Immunantwort im
Hinblick auf ihre Verlasslichkeit bewertet. Insbesondere wurde die Hypothese gepriift,
dass eine Unterscheidung zwischen Kontroll- und Versuchstieren anhand von
Parametern der zellularen Immunantwort auf MAP gelingen kann. Hierbei wurde auch
untersucht, ob der Nachweis der zellularen Immunantwort friher madglich ist als der
der humoralen Immunantwort, bzw. der Ausscheidung von MAP mit dem Kot. Nach
der Bestimmung des diagnostischen Potentials der angewandten Nachweismethoden
sollte auch analysiert werden, ob die in dieser Studie angewandten Methoden zur
Steigerung der Spezifitat bzw. der Sensitivitdt des IFN- 3Tests erfolgreich eingesetzt
wurden. Zu guter Letzt wurde die Hypothese beleuchtet, dass bei Ziegen wie bei
Schafen verschiedene Verlaufsformen der Paratuberkulose vorkommen, die durch
immunpathologische Prozesse in der frihen Infektionsphase eingeleitet werden, da in
diesem Zusammenhang pathogenetisch bedeutsame Beziehungen zwischen den in

der vorliegenden Studie erhobenen Parametern diskutiert werden.

Die experimentelle Inokulation neugeborener Thuringer Waldziegen mit MAP flhrte zu
einer erfolgreichen Infektion der Tiere. Der Verlauf der Infektion zeigte sich gegentuber
der natirlichen Infektion beschleunigt, aber die generelle Entwicklung der
Immunantwort auf MAP &hnelte in hinreichendem Maf3e der bei einer natirlichen
Infektion. Wie nach einer natirlichen Infektion wies die Pathogenese interindividuell
Unterschiede auf.

Ungeachtet der Variabilitdt der pathohistologischen Veranderungen und der
Immunantwort bei den Versuchstieren, konnten diese im Verlauf der Infektion deutlich
von den Kontrolltieren differenziert werden. Dies war nicht nur mit Hilfe bereits
etablierter Nachweismethoden (Kulturelle Anzucht von MAP aus Kot- und Organ-
proben, Antikérper-ELISA) mdglich, sondern auch mit Parametern, die die zellulare
Immunantwort auf MAP widerspiegeln. So waren bei mit JPPD stimulierten PBMC von

Versuchstieren zu den meisten bzw. zu allen untersuchten Zeitpunkten die IFN-J
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Freisetzung, die Genexpression von IL-12p40 und TNF- Dsowie die Expression von
CD25 und CD26 auf CD4* und CD8* Gedachtniszellen signifikant héher als bei
solchen von Kontrolltieren. Diese Unterschiede waren teilweise friiher nachweisbar als

MAP-spezifische Antikorper bei den infizierten Tieren.

Trotz gleicher Infektions- und Haltungsbedingungen zeigten sich bei den Versuchs-
tieren interindividuelle Unterschiede in der Besiedlung der Organe durch MAP, in der
Ausscheidung mit dem Kot und im Einsetzen sowie in der Intensitat der humoralen
und zellularen Immunantwort. Die Versuchstiere, die die Bakterienlast im
Infektionsverlauf auf einem moderaten Niveau halten konnten, zeigten dabei im
Vergleich mit den anderen Versuchstieren in mit JPPD stimulierten PBMC mehrere
Charakteristika: Eine friihe, hohe IFN- JFreisetzung bzw. eine hohe Genexpression
von IL-10 und IL-12p40 und eine hohe Expression von CD25 auf CD4* und CD8*
Gedéachtniszellen. Die Genexpression von IL-18 nahm bei Tieren, die zwdlf Monate p.i.
eine hohe Bakterienlast aufwiesen, mit der Zeit ab, war bei Tieren mit einer geringeren
finalen Bakterienlast aber zu Beginn niedriger als bei den anderen Versuchstieren und

stieg im Verlauf des Versuches an.

Da die immunologischen Unterschiede zwischen den Tieren mit unterschiedlichen
Infektionsverlaufen zu einem frihen Zeitpunkt sichtbar wurden, handelt es sich
wahrscheinlich um voneinander abgegrenzte Verlaufsformen der Paratuberkulose, die

von bestimmten immunpathogenetischen Prozessen abhéngig sind.

6.2 Hypothese 1: Das angewandte Inokulationsschema ist geeignet, eine
Infektion mit MAP im Tiermodell sicherzustellen.

Bisher mangelt es an einem Infektionsmodell, das die natirlichen Verhaltnisse
widerspiegelt und dabei eine ausreichende Praktikabilitat aufweist. Das hier
verwendete Inokulationsschema wurde gewahlt, weil es in einer vorangegangen
Studie eine sichere Infektion der Ziegenlammer gewahrleistete und die induzierten
pathologischen Befunde eine hinreichende Ahnlichkeit zu denen von adulten Ziegen
mit nattrlicher MAP-Infektion aufwiesen (Meyer 2011). Jedoch wurden sowohl in der
Studie von Meyer (2011), als auch in der hier vorliegenden Studie Unterschiede

zwischen der experimentellen und der naturlichen Infektion deutlich.
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6.2.1 Vergleich mit der naturlichen Infektion

Ein erster Unterschied zur naturlichen Infektion wird darin deutlich, dass die Detektion
von MAP in Kotproben in der hier vorliegenden Studie ab der ersten Untersuchung
nach dem Ende der Inokulation gelang. Dabei kann ein positives Ergebnis allerdings
bis zu 7 Tage nach der letzten oralen Inokulation noch mit einer passiven Ausschei-
dung von MAP erklart werden (Sweeney, Whitlock et al. 1992). Spatestens ab dem
BT 2 aber sollten alle positiven Kulturergebnisse der Kotproben als Zeichen einer
Vermehrung von MAP im Darmgewebe und Freisetzung von MAP nach Zelluntergang
gewertet werden (vgl. 2.2.5, Hines, Stabel et al., 2007). Lybeck, Storset et al. (2010)
gelang der Nachweis von MAP im Kot dagegen friihestens bei neun Monate alten,
naturlich mit MAP infizierten Ziegen, obwohl aufgrund der hohen Durchseuchungsrate
des Herkunftsbestandes angenommen werden kann, dass sie sich schon in den

ersten Lebenstagen infiziert haben mussten.

Auch der Nachweis einer stabilen, positiven Antikérperreaktion auf MAP wurde in
dieser Studie zu einem sehr frihen Zeitpunkt erbracht. So wurden ab Woche 11 p.i.
MAP-spezifische Antikbrper nachgewiesen. Lybeck, Storset et al. (2010) wiesen sol-
che jedoch erst bei 14 Monate alten, natirlich infizierten Ziegen nach. Bei einigen

Tiere gelang der Nachweis sogar erst in einem Alter von zwei bis dreieinhalb Jahren.

Der kulturelle Nachweis von MAP in Organproben gelang in der vorliegenden Studie
bereits einen Monat p.i. anlasslich einer aus Tierschutzgriinden vorgezogenen Sektion
eines erkrankten Tieres. Ein bzw. drei Monate p.i. wiesen die Tiere bereits eine hohe
bis hochgradige Besiedlung von Darmabschnitten bzw. von darm-assoziiertem Lymph-
gewebe sowie eine Dissemination von MAP in nicht darm-assoziierte Organe auf.
Mdglicherweise sind die bei dem nach einem Monat euthanasierten Tier ermittelten
Befunde dessen besonderer Empfanglichkeit aufgrund einer allgemein schlechten
bzw. durch eine andere Infektion belasteten Immunabwehr geschuldet. Das Tier
wurde wegen einer fur eine MAP-Infektion untypischen schlaffen Lahmung der
GliedmalRen und schlechtem Allgemeinbefinden unklarer Genese vorzeitig aus dem
Versuch genommen. Mdglich ist aber auch, dass die weite Verteilung von MAP in den
Organen dieses Tieres ein Indiz dafir ist, dass die bei der Sektion drei Monate p.i.
festgestellten Befunde bereits in den ersten Wochen p.i. entstanden sind. Bisher gibt
es nach Kenntnis der Autorin keine Berichte tUber natirlich infizierte Tieren, die in einer

solch frihen Phase der Infektion untersucht wurden.
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6.2.2 Vergleich mit experimentellen Infektion  en in anderen Studien

In anderen Studien mit experimentell infizierten Ziegen gelangen die Nachweise von
MAP-spezifischen Antikbrpern bzw. von MAP in Kot- und Organproben ebenfalls
friher als nach natirlicher Infektion. So beschrieben Stewart, Vaughan et al. (2006),
ahnlich wie die vorliegende Studie, den Nachweis von MAP im Kot von Ziegen bereits
zwei Monate nach experimenteller Infektion. Bei anderen Infektionsversuchen mit
Ziegen wurde der Nachweis von MAP im Kot jedoch nicht vor dem siebten Monat p.i.
erbracht (Munjal, Tripathi et al. 2007, Singh, Singh et al. 2013). Storset, Hasvold et al.
(2001) wiesen MAP-spezifische Antikérper bei experimentell infizierten Ziegen ahnlich
wie in der vorliegenden Studie bereits 15 Wochen p.i. nach. Dieser Nachweis gelang
bei Munjal, Tripathi et al. (2005) und Singh, Singh et al. (2013) hingegen erst sechs

bzw. zwolf Monate nach experimenteller Infektion.

Auch die rasche Ausbreitung von MAP aus der Darmmukosa in andere Lokalisationen
wurde bereits fur experimentell infizierte Rinder und Schafe beschrieben. So konnte
MAP bereits vier Tage nach intraintestinaler Inokulation von Kélbern (Uber einen
chirurgischen Zugang) kulturell in der Leber nachgewiesen werden (Wu, Livesey et al.
2007). Bei experimentell oral infizierten Schafen fand sich MAP bereits 20 Tage bzw.
vier Wochen p.i. in der Dunndarmmukosa und den Mesenteriallymphknoten
(Brotherston, Gilmour et al. 1961, Begara-McGorum, Wildblood et al. 1998).

6.2.3 Mogliche Ursachen fir Unterschiede nach experimenteller und

nattrlicher Infektion

Diese zeitlichen Diskrepanzen zwischen experimentellen und nattrlichen Infektionen
in der Ausscheidung von MAP bzw. der Bildung von MAP-spezifischen Antikbrpern
sind auch bei Infektionsmodellen mit anderen Tierarten beschrieben (Hines, Stabel et
al. 2007). Gemeinhin werden diese auf unterschiedliche Grundvoraussetzungen der
Infektion zurtckgefihrt. Dabei haben die Route und der Zeitpunkt der Infektion, die
Infektionsdosis sowie der jeweilige MAP-Stamm einen Einfluss auf den Verlauf der
Erkrankung (Whittington and Sergeant 2001, Reddacliff and Whittington 2003, Begg,
O'Brien et al. 2005, Mortier, Barkema et al. 2013). In der vorliegenden Studie wurden
diese Einflussfaktoren den natirlichen Verhaltnissen bestmdglich angepasst. Dies
wurde umgesetzt durch eine orale Inokulation mit einem Feldisolat von MAP, die zu
einem frihen Zeitpunkt im Leben der Ziegen einsetzte, und durch die Verwendung

verhaltnismanig geringer Infektionsdosen.
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Die hier angewandte Inokulationsdosis war mit zehnmaliger Gabe von 1,16 x 10’ KBE
bis 5,51 x 107 KBE niedriger als in anderen Studien mit experimenteller Infektion von
Ziegen (Storset, Hasvold et al. 2001, Munjal, Tripathi et al. 2005). Sie wurde bewusst
am unteren Rand des von Hines, Stabel et al. (2007) beschriebenen Spektrums der
fur Infektionsmodelle mit Ziegen bislang verwendeten Infektionsdosen (3 x 10’ KBE
bis 8 x 101° KBE) angesiedelt. Da von Ziegen Ausscheideraten von bis zu 9,5 x 108
KBE MAP/g Kot bekannt sind, entsprechen die in diesem Infektionsmodell
verabreichten Inokulationsdosen ungefahr der Aufnahme von 1 g bis 5 g Kot einer
klinisch apparent MAP-infizierten Ziege (Eamens, Walker et al. 2007). Unter
Feldbedingungen in einer durchseuchten Herde ist eine solche Aufnahme von
infiziertem Kot insbesondere deshalb als realistisch einzuschatzen, da diese Dosen
lediglich alle zwei bis drei Tage verabreicht wurden. Trotzdem ist anzunehmen, dass
die meisten Tiere in Nutztierbestdanden geringere Dosen aufnehmen, da z.B. kein
Kontakt zu klinisch apparent erkrankten Tieren besteht. Moglicherweise ist also die in
dieser Studie verabreichte Infektionsdosis, trotz aller Bemuhungen bei sicherer
Infektion der Tiere eine mdglichst geringe Dosis zu wahlen, hoéher als die

durchschnittliche Infektionsdosis unter natirlichen Verhaltnissen.

Da ein Zusammenhang zwischen der Infektionsdosis und der Schwere der Infektion
bereits beschrieben wurde, kann dieser Umstand zu einem beschleunigten Verlauf der
Erkrankung beigetragen haben (McGregor, Dhand et al. 2012, Mitchell, Medley et al.
2012). In diesem Zusammenhang kdnnten allerdings auch andere Faktoren eine Rolle
gespielt haben. Eine besondere Empfanglichkeit der Thiringer Waldziegen gegenuber
MAP ist bisher nicht beschrieben. Es ist lediglich bekannt, dass der Zuchtbestand, aus
dem die Versuchstiere stammten, keine Historie von MAP-Infektionen aufwies. Dies
kann allerdings auf der guten Abschirmung und Gesundheitskontrolle des Bestandes
beruhen. Bei der Ausstattung der Ziegenlammer mit maternalen Antikbrpern gegen
MAP konnte in diesem Infektionsmodell naturgemafl nicht den natirlichen
Verhaltnissen entsprochen werden. Unter Feldbedingungen waren bei Infektion der
Jungtiere hdchstwahrscheinlich auch die Muttertiere mit MAP infiziert oder mindestens
MAP gegenuber exponiert gewesen. Mit dem Kolostrum hatten ihre Ziegenlammer
folglich MAP-spezifische Antikdrper und maternale Immunzellen aufnehmen kénnen.
Donovan, Reber et al. (2007) sprachen der Aufnahme von pathogen-spezifischen,
maternalen Immunzellen einen positiven Einfluss auf die zellulare Immunabwehr des

Jungtieres zu. Die fehlende Aufnahme von MAP-spezifischen Antikérpern mit dem
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Kolostrum forderte allerdings bei Pithua, Godden et al. (2009) nicht die Entwicklung
von Paratuberkulose. Auch besteht die Moglichkeit, dass der Inokulationsstamm JlI-
1961 eine besonders hohe Pathogenitat gegentber Ziegen aufweist. Dazu wurden
noch keine Studien durchgefihrt, es ist jedoch bekannt, dass die Kultivierung von
MAP-Stdmmen im Labor deren Pathogenitat herabsenken kann (Stewart, Vaughan et
al. 2004, Begg, O'Brien et al. 2005). Insofern kénnte der hier verwendete Stamm eine
hohere Pathogenitat als Stamme haben, die langer im Labor kultiviert wurden. Im
Vergleich mit verschiedenen Referenzstammen wies der Stamm allerdings keine
signifikanten Unterschiede in der Invasivitat gegeniber Zellkulturen auf (Borrmann,
Mobius et al. 2011).

6.2.4 Zwischenfazit

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das angewandte Inokulationsschema unter
weitgehender Berilcksichtigung der Umstande bei einer natirlichen Infektion zu einer
sicheren Infektion der Tiere fuhrt. Unter Bertcksichtigung der beobachteten Beschleu-
nigung des Infektionsverlaufs ist das Modell geeignet, um Entwicklungen der Immun-
antwort auf MAP im Verlauf der Infektion darzustellen. Weiterhin kénnen anhand
dieses Modells die immunologischen Abwehrmechanismen untersucht werden, welche
den verschiedenen Auspragungen der Infektion vorausgehen. Denn wie die vorher-
genannten Untersuchungen experimenteller MAP-Infektionen sowie die hier vorlie-
gende Studie zeigen, kommt es selbst bei gleichartiger und gleichzeitiger Infektion

altersgleicher Tiere zu Variationen im Verlauf der Paratuberkuloseinfektion.

Die innerhalb der vorliegenden Studie erhobenen Daten sind allerdings nur fur den
subklinischen Verlauf der Erkrankung reprasentativ. Denn lediglich ein Tier entwickelte
zum Ende des Versuchszeitraums klinische Symptome wie Fieber und Abmagerung,
wéahrend alle anderen Versuchstiere klinisch inapparent blieben. Der Versuchszeit-
raum misste entsprechend verlangert werden, wenn Verhaltnisse wahrend des Uber-

tritts in die klinisch apparente Phase bzw. innerhalb dieser untersucht werden sollen.

6.3 Hypothese 2: Die angewandten Methoden sind geeignet, die zellulare

Immunantwort auf MAP bei Kontroll- und Versuchstieren darzustellen.

Es sollte geprift werden, welchen technisch und methodisch bedingten Einflissen die
Testergebnisse in der vorliegenden Studie ausgesetzt waren. Daflr wurden parallel

zur Bearbeitung der gewonnenen Proben sowohl interne Kontrollen zur Varianz-
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analyse als auch Positivkontrollen zur Uberpriifung der Reaktionsfahigkeit der PBMC
mitgefuhrt. Es wurde die Robustheit des Referenzgens GAPDH gegenuber den
Versuchsbedingungen eruiert. Anhand der IFN- JAntwort auf JPPD wurde beispielhaft
untersucht, wie die Testergebnisse durch Stress bei Rangordnungsneubildungen
beeinflusst werden. Dabei wurde, wie auch bei allen anderen untersuchten Frage-
stellungen, bewusst darauf verzichtet, bei statistischen Tests eine Bonferroni-Korrektur
vorzunehmen. Eine solche hétte bei multiplen Tests den Fehler erster Art senken
konnen, so dass ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen zwei Stichproben
mit einer hoéheren Wabhrscheinlichkeit einem tatsachlich wahren Unterschied ent-
sprochen hatte. Allerdings hatte es diese Vorgehensweise bei dem teilweise geringem
Stichprobenumfang erschwert, einen tatsachlich vorliegenden Unterschied als solchen
festzustellen. Der Fehler zweiter Art, einen tatsdchlichen Unterschied nicht als solchen
zu erkennen, ware grol3er gewesen. Damit ist in dieser Studie die Aussagekraft einzel-
ner, als statistisch signifikant klassifizierter Unterschiede eingeschrankt. Allerdings
gewinnen ermittelte statistische Unterschiede an Gewicht, wenn sich diese zu ver-
schiedenen Messzeitpunkten wiederholen und im Hinblick auf die Pathogenese
biologisch plausibel sind. Diese Umstande machen es wahrscheinlicher, dass signifi-

kante Unterschiede Tatsachen beschreiben und keine Zufallsprodukte sind.

6.3.1 Varianzanalysen

Collins, Angulo et al. (1993) bewerteten die Variabilitdt der Ergebnisse in verschiede-
nen Laboren fir einen kommerziell erhaltlichen ELISA zum Nachweis von MAP-
spezifischen Antikdrpern. Dabei wurden Varianzkoeffizienten von 14,5 % + 9,8 % fur
die verschiedenen Tagesansatze und von 6,7 % + 2,8 % fir verschiedene Replikate
als akzeptabel angegeben. Die in der vorliegenden Studie ermittelten, entsprechenden
Varianzkoeffizienten des IFN- 3 (10,83 % und 3,09 %) und IL-10-ELISA (14,68 % und
6,47 %) fielen durchweg geringer aus und sind in diesem Vergleich ebenfalls als

akzeptabel zu erachten.

Zur Varianz der real-time PCR nach reverser Transkription von RNA aus PBMC gibt
es nach Kenntnis der Autorin bisher keine Veroffentlichung. In der vorliegenden Studie
zeigte sich allerdings, dass die Gesamtvarianz der Genexpressionsanalyse deutlich
geringer ausfiel als die des IFN- 3 bzw. IL-10-ELISA (Variationskoeffizienten: 1,74 %
bzw. 19,09 % und 19,07 %). Damit zeigte sich die Genexpressionsanalyse mit der ihr

innewohnenden geringen methodischen Variabilitdt besonders geeignet, um geringe
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Unterschiede in der Genexpression zwischen Vergleichsgruppen zu erkennen. Als
besonders kritischer Punkt in der Minimierung methodisch bedingter Varianz gilt die
Zugabe von exakt gleichen Mengen an cDNA zu einzelnen PCR-Ansatzen. Dies ist
jedoch aufgrund von moglichen Inhomogenitaten der Proben und minimalen
Pipettierfehlern kaum zu gewahrleisten (Jacobs, Goetghebeur et al. 2014). Die
Anfertigung von Vorverdinnungen der cDNA vor Probenzugabe kann hier zur

geringen Gesamtvarianz der PCR beigetragen haben.

Unabhangig von der Hohe der Gesamtvarianzen und der einzelnen Varianzanteile
hatte allerdings keine der getesteten Einflussgrof3en einen systematischen Effekt auf
die Vergleiche zwischen unstimulierten und stimulierten PBMC bzw. zwischen Proben
von Kontroll- und von Versuchstieren. Die Proben von Kontroll- und von Versuchs-
tieren waren jeweils gleichmaRig auf den Einzelplatten eines Tagesansatzes und
damit auch den Plattenchargen, die beim IFN- JELISA den grof3ten Anteil an der
Gesamtvarianz hatten, verteilt. Die zusammengehoérigen Proben stimulierter und
unstimulierter PBMC befanden sind dabei stets auf derselben Platte. Samtliche
Unterschiede zwischen den Chargen, den Einzelplatten und den einzelnen
Vertiefungen der Platte haben sich also jeweils mit gleicher Wahrscheinlichkeit auf

beide Elemente dieser Vergleiche ausgewirkt.

6.3.2 Positivkontrollen

Die Analyse der Positivkontrollen bewies, dass die Fahigkeit der PBMC auf geeignete
Stimuli mit Veranderungen der Zytokin-Sekretion, der Zytokin-Genexpression bzw. der
Expression von Zelloberflachenmolekilen zu reagieren, von der Entnahme der
Blutproben bis zur Stimulation im ausreichendem Mal3 erhalten blieb. Allerdings
zeigten sich bei PBMC von Versuchstieren hohere Reaktionen auf die Stimulation mit
ConA bzw. LPS als bei PBMC von Kontrolltieren. Dies lasst auf eine allgemein hdhere
Reaktionsbereitschaft der PBMC von Versuchstieren schliel3en, die durch &ahnliche
Stimulationsversuche auch bei nattrlich und Klinisch inapparent mit MAP infizierten
Rindern beschrieben wurde (Stabel 2000). Fir PBMC von Kklinisch apparent
erkrankten Rindern hingegen ist eine allgemein verminderte zellulare Immunantwort
beschrieben, die sich auch in der Reaktion auf Mitogene niederschlagt (Kreeger and
Snider 1992, Stabel 1996, Stabel 2000). Bis zum Ende der Studie wurde jedoch kein
deutlicher Abfall mitogeninduzierter Zytokinproduktion (nach Stimulation mit ConA
oder LPS) bei PBMC der Versuchstiere festgestellt. Dies korrespondiert mit der
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Tatsache, dass die Mehrzahl der Tiere wahrend des Versuches nicht in die Kklinische
Phase eintrat. Der aus der Literatur und den hier ermittelten Ergebnissen ableitbare
Unterschied zwischen der Reaktivitat der PBMC von klinisch inapparent bzw. klinisch
apparent infizierten Tieren schrankt die Ubertragbarkeit der hier ermittelten Ergebnisse
auf Klinisch apparent infizierte Tiere ein. Fur die klinisch inapparent infizierten Tiere ist
die hier festgestellte, allgemein hohere Reaktionsbereitschaft der PBMC jedoch nicht
als Storfaktor sondern als dieser Infektionsphase zugehériges Charakteristikum zu
verstehen. Mdglicherweise wurden auch die Unterschiede zwischen Kontroll- und Ver-
suchstieren nach spezifischer Stimulation erst durch diesen Effekt so deutlich

messbar.

6.3.3 Robustheit von GAPDH

GAPDH wurde in diversen Verdéffentlichungen als adaquates Referenzgen beschrie-
ben (Leutenegger, Alluwaimi et al. 2000, Bustin 2002, Nolan, Hands et al. 2006,
Schmittgen and Livak 2008, Kaser, Mullebner et al. 2012). Die Robustheit der Genex-
pression von GAPDH gegentber den Versuchsbedingungen wurde dennoch anhand
der in der vorliegenden Studie gewonnenen Daten Uberpruft. Anhand der mit ConA
bzw. LPS stimulierten Positivkontrollen wurde dabei deutlich, dass die Genexpression
von GAPDH durchaus durch &uf3ere Einflisse verandert werden kann. Der Einfluss
der 24-stindigen Stimulation mit JPPD bzw. APPD auf die Genexpression von
GAPDH war jedoch als gering einzuschatzen. Signifikante Unterschiede gegentber
der Mediumkontrolle wurden nach Stimulation mit JPPD bzw. APPD lediglich
vereinzelt und sowohl bei den Kontroll- als auch bei den Versuchstieren ermittelt und
hatten somit keinen systematischen Einfluss. Auch der Infektionsstatus der Tiere
wirkte sich kaum auf die Genexpression von GAPDH in stimulierten PBMC bzw. in der
Mediumkontrolle aus. Nur in BT 5, zeitgleich mit der Hochphase der IFN- 3Freisetzung
durch JPPD-stimulierte PBMC von Versuchstieren, exprimierten die PBMC der
Versuchstiere nach 24-stundiger Stimulation mit JPPD bzw. APPD signifikant mehr
GAPDH als die der Kontrolltiere. Dennoch darf der zu einem einzelnen BT
festgestellte, statistisch signifikante Unterschied, wie in 6.3 diskutiert, nicht
Uberbewertet werden. Die hbhere Genexpression von GAPDH bei den Versuchstieren
fuhrte auRerdem beim Vergleich der 'CT-Werte fir die Zytokine zwischen Kontroll-
und Versuchstieren im BT 5 zu keinen Auffélligkeiten. Betrachtet man des Weiteren

die altersbedingte Entwicklung der Genexpression von GAPDH bei den PBMC von
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Kontrolltieren, so scheint diese bei jungen Tieren tendenziell geringer zu sein, als bei
alteren Tieren. Dieser Trend findet sich allerdings nicht bei den PBMC von
Versuchstieren wieder. Bei diesen fanden sich zu frihen Zeitpunkten sowohl
signifikant hdhere, als auch signifikant niedrigere Genexpressionen von GAPDH als zu
spateren Zeitpunkten. Dies deutet darauf hin, dass entweder die bei den Kontrolltieren
ermittelten, signifikanten Unterschiede in der Genexpression von GAPDH keinen
allgemein gultigen Verlauf widerspiegeln, oder dass der Einfluss der Infektion diesem
bei den Versuchstieren entgegenwirkt. Auf die getroffenen Aussagen zu der
Differenzierung von Kontroll- und Versuchstieren und der Charakterisierung von
verschiedenen Infektionsverlaufen innerhalb der Gruppe der Versuchstiere haben die
in diesem Kapitel besprochenen Beobachtungen jedoch keinen Einfluss.

6.3.4 Einfluss Rangordnungsstress

Es sollte ebenfalls untersucht werden ob Unruhe und Stress in den Tiergruppen die
Testergebnisse der Tiere beeinflusst. Da wahrend der Versuchsdauer einzelne
Versuchs- bzw. Kontrolltiere zur Sektion aus dem Versuch genommen wurden, kam
es unter den verbleibenden Tieren zu Rangordnungsneubildungen. Anhand der
zeitlichen Assoziation zwischen der Verdnderung im Gruppengefige und der
Blutentnahme konnten bei den Versuchstieren zu drei der vier Sektionstermine zwei
Gruppen definiert werden. Da alle Kontrolltiere in einer Gruppe gehalten wurden,
lieRen sich diese nicht derart differenzieren. Der Einfluss des Stresses auf die Immun-
antwort wurde anhand der durch MAP-Antigene induzierten IFN- JFreisetzung bei den
Versuchstieren untersucht. Die IFN- JAntwort wurde hier als Indikator gewahlt, da sich
diese bei den Versuchstieren einerseits als gut messbar und andererseits als
interindividuell stark variierend erwiesen hatte. Die Tiere, deren Rangordnung vor der
Blutentnahme beeinflusst war, zeigten dabei unabhangig vom Stimulationsansatz eine
tendenziell héhere IFN- JFreisetzung als Tiere in stabiler Rangordnung. Statistisch
signifikant waren diese Unterschiede jedoch nur jeweils im BT 3 bei der
Mediumkontrolle und nach Stimulation mit MAP 1365. Angesichts der hohen
allgemeinen Streuungen in der IFN- JFreisetzung innerhalb der Gruppe der
Versuchstiere und des lediglich zu einem Zeitpunkt vorkommenden signifikanten

Unterschieds ist dieser allerdings eher als Zufallsprodukt zu werten.
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6.3.5 Zwischenfazit

Bei den in dieser Studie angewandten Methoden konnten keine methodischen
Einflisse nachgewiesen werden, die artifizielle Unterschiede zwischen den Tier-
gruppen bzw. zwischen verschiedenen Stimulationsansatzen hatten bewirken kénnen.
Daher sind die in der vorliegenden Studie verwendeten Testsysteme als geeignet
anzusehen, die zellulare Immunantwort der Tiere darzustellen und Unterschiede in

dieser zwischen Kontroll- und Versuchstieren zu untersuchen.

6.4 Hypothese 3: Die Kontroll- und Versuchstiere lassen sich anhand ihrer
zellularen Immunantwort auf MAP differenzieren und dies friher als

anhand der humoralen Immunantwort bzw. der MAP-Ausscheidung.

Die Ergebnisse zur zellularen Immunantwort auf MAP bieten verschiedene
Maglichkeiten die Infektion nachzuweisen. Bei mit JPPD stimulierten PBMC wurden
einige statistisch signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und Versuchstieren
gefunden; diese zeigten sich vom ersten BT an und zu mehreren, aufeinander
folgenden BT bei der Freisetzung von IFN- J bei der Genexpression von IL-12p40 und
TNF- D sowie bei der Expression von CD25 auf CD4* und CD8* Gedéachtniszellen.
Dabei war die Differenzierung zwischen infizierten und gegeniiber MAP naiven Tieren
mit Hilfe dieser Parameter zu einem frilheren Zeitpunkt im Infektionsverlauf mdglich
als mit Hilfe des Nachweises von MAP-spezifischen Antikorpern. Ahnliche Ergebnisse
erlangten auch Antognoli, Hirst et al. (2007) und Hughes, Denham et al. (2013) bei
natdrlich infizierten Rindern bzw. Schafen und Gwozdz, Thompson et al. (2000),
Reddacliff and Whittington (2003), Begg, O'Brien et al. (2005) und Storset, Hasvold et
al. (2001) bei experimentell infizierten Schafen und Ziegen.

Die Testergebnisse der Kontrolltiere wurden zu allen Zeitpunkten zur Festlegung eines
Grenzwertes herangezogen, der der Differenzierung zwischen infizierten und naiven
Tieren dienen sollte. Bei Anwendung dieses Grenzwertes wurden jedoch einzelne
Tiere der vorliegenden Studie nicht ihrem Infektionsstatus entsprechend klassifiziert.
Um den Wert des Tests zu verschiedenen Zeitpunkten p.i. einschétzen zu kdnnen
wurden daher fur jeden Untersuchungszeitpunkt Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-
Raten bestimmt. Bei mit JPPD stimulierten PBMC wichen die Richtig-Negativ-Raten
der Freisetzung von IFN-J der Genexpression von IL-12p40 und TNF- Dsowie der

Expression von CD25 auf CD4* und CD8" Gedachtniszellen nur in Einzelfallen von
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100 % ab. Die Richtig-Positiv-Raten dieser Parameter waren vergleichsweise
heterogener. Fur den IL-10-Test sowie die Genexpression von IL-10, IL-18 und TGF-

wurden keine solchen Berechnungen angestellt, da sich diese Parameter in der
vorliegenden Studie nicht geeignet zeigten die infizierten Tiere von den nicht infizierten

Kontrolltieren zu unterscheiden.

6.4.1 IFN- JTest

Der IFN-JTest wurde bereits mehrfach bei experimentell bzw. natirlich infizierten
Rindern, Schafen und Ziegen angewendet. Dabei wurde dem Test in verschiedenen
Studien eine hohe Spezifitat von 93,6 bis 99 % zugeschrieben (Billman-Jacobe,
Carrigan et al. 1992, Perez, Tellechea et al. 1999, Jungersen, Huda et al. 2002, Kalis,
Collins et al. 2003, Huda, Jungersen et al. 2004, Robbe-Austerman, Stabel et al. 2006,
Lybeck, Storset et al. 2010). Dies wird durch die hier ermittelte Richtig-Negativ-Rate
von 100 % bei der Identifizierung von infizierten Tieren anhand des S| nach
JPPD-Stimulation bestatigt. Falsch-positive Ergebnisse, wie sie in anderen Studien fur
Jungtiere beschrieben wurden (McDonald, Ridge et al. 1999, Jungersen, Huda et al.
2002, Huda, Lind et al. 2003), zeigten sich in der vorliegenden Studie nicht.

Die Sensitivitat des IFN- JTest bei Ziegen wurde nach Kenntnis der Autorin bisher
nicht veroffentlicht. Die daflr in der vorliegenden Studie bei Betrachtung des Sl nach
JPPD-Stimulation ermittelten Richtig-Positiv-Raten von 68,4 bis 100 % ab BT 2
scheinen aber angesichts der fur klinisch inapparent infizierte Schafe veroffentlichten
Sensitivitaten von 87,5 bis 100% durchaus realistisch (Perez, Tellechea et al. 1999).

6.4.2 IL-10-Test

Verschiedene Studien zeigten bereits, dass die Produktion von IL-10 in PBMC MAP-
infizierter Rinder und Schafe durch MAP-Antigene induziert wird (Weiss, Evanson et
al. 2002, Coussens, Verman et al. 2004). Es ist sogar moglich MAP-exponierte bzw.
MAP-infizierte Schafen anhand der IL-10-Antwort ihrer PBMC von Kontrolltieren zu
unterscheiden (de Silva, Begg et al. 2011). In der hier vorliegenden Studie konnte dies
jedoch nicht bestatigt werden. Maximal 30 % der Versuchstiere wurden pro BT mittels
des errechneten Grenzwerts richtig als MAP-positiv erkannt wahrend zu den meisten
BT auf diesem Wege keines der Versuchstiere richtig identifiziert werden konnte.
Moglicherweise fand die Entnahme von Zellkulturiiberstanden nach 64-stindiger Sti-

mulation zu spat statt, um eine deutliche IL-10-Antwort detektieren zu konnen. In
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unveroffentlichten Versuchen mit caprinen PBMC wurde ein Anstieg der IL-10-Antwort
bis zu einer Stimulationszeit von 72 h beobachtet (Kather und Kdhler, unveréffentlicht).
Andere Studien legen weitaus frihere Probenahmezeitpunkte nahe, da dort das
Maximum des IL-10-Nachweises nach zwei bzw. vier Stunden Stimulation erreicht
wurde (Weiss, Evanson et al. 2005, de Almeida, Colvin et al. 2008). Tatsachlich
zeigten sich in der vorliegenden Studie nach einstindiger Inkubation der Medium-
kontrolle bzw. der mit JPPD bzw. APPD stimulierten PBMC teilweise signifikant
hohere Genexpressionen von IL-10 als nach 24-stiindiger Inkubation. Jedoch war
auch in der Genexpression von IL-10 weder nach einstiindiger noch nach 24-stindiger

Inkubation ein Unterschied zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren sichtbar.

6.4.3 Genexpression von IL-12p40

In der vorliegenden Studie zeigte sich die Genexpression von IL-12p40 in fir 24
Stunden mit JPPD stimulierten PBMC von Versuchstieren durchgehend signifikant
hoher als in gleich behandelten PBMC von Kontrolltieren. Wahrend die Richtig-
Negativ-Rate bei Anwendung des aus den 'CT-Werten errechneten Grenzwertes tber
den gesamten Versuchszeitraum 100 % betrug, lag die Richtig-Positiv-Rate nur von
BT 5 bis BT 9 bei tber 50 %. Nach Kenntnis der Autorin ist dies jedoch die erste
Beschreibung der durch MAP-Antigen induzierten, gegentber Kontrolltieren erhéhten
Genexpression von 1L-12p40 durch PBMC MAP-infizierter Tiere. Allerdings gibt auch
Coussens (2004) an, dass unverdffentlichten Daten zu Folge (Coussens, P.M. et al.)
die Genexpression von IL-12p40 in PBMC MAP-infizierter Tiere durch Stimulation mit
MAP steigt. Andere Studien machten entweder keine Aussage dariber, in welcher
Untereinheit von IL-12 sich die nachgewiesene Gensequenz befindet, oder
untersuchten eine Gensequenz von IL-12p35. Singh, Singh et al. (2013) fanden die
Genexpression von IL-12 in PBMC experimentell infizierter Ziegenlammer vier, acht
und zwoOlf Monate p.i. nach 18-stindiger Stimulation mit einem Vollzellantigen 40 %
bis 49 % geringer exprimiert als in gleichbehandelten PBMC von Kontrolltieren.
Maglicherweise ist aber dieses andersartige Ergebnis auf im Vollzellantigen reichlich
vorhandenes LAM zurtickzufihren, welches die pro-inflammatorische Immunantwort
inhibiert (Ellner and Daniel 1979, Moreno, Mehlert et al. 1988, Sibley, Hunter et al.
1988, Chan, Fan et al. 1991, Arsenault, Maattanen et al. 2014). Daflr spricht auch,
dass mit MAP infizierte Makrophagen in anderen in vitro Versuchen vielfach bis zu 24

Stunden nach Infektion eine erhOohte Genexpression von IL-12 zeigten (Weiss,
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Evanson et al. 2002, Zur Lage, Goethe et al. 2003, Plain, de Silva et al. 2011). Bei
Weiss, Evanson et al. (2002) war 72 Stunden p.i. hingegen keine Genexpression von
IL-12 mehr nachweisbar. In einer nachfolgenden Studie fuhrten Weiss, Evanson et al.
(2005) die zuvor beobachtete, MAP-induzierte, aber verzégert einsetzende Inhibition
der IL-12-Genexpression auf die Gegenregulation durch ebenfalls nach der
MAP-Infektion gebildetes IL-10 zurick.

6.4.4 Genexpression von IL- 18

Anhand der Genexpression von IL-18 war in der vorliegenden Studie keine Unter-
scheidung zwischen den Kontroll- und Versuchstieren mdglich. Nach Kenntnis der
Autorin wurden bisher keine Daten zur antigen-induzierten Genexpression von IL-18 in
PBMC MAP-infizierter Tiere veroffentlicht. In Organproben vom terminalen Ileum
MAP-infizierter Schafe zeigte sich die Genexpression von IL-18 abhéngig von der
Verlaufsform der Erkrankung stark verschieden (Smeed, Watkins et al. 2007).
Ahnliche Ergebnisse fanden sich bei Untersuchungen von mit dem Illeum assoziiertem
Lymphgewebe Kklinisch inapparent infizierter Rinder (Tanaka, Sato et al. 2005). So ist
die Genexpression von IL-18 vermutlich zur Differenzierung zwischen infizierten und
nicht-infizierten Tieren weniger geeignet, aber mdglicherweise von Relevanz fir die
Unterscheidung verschiedener Verlaufsformen der Infektion bzw. fir das Verstandnis
der Pathogenese derselben.

6.4.5 Genexpression von TGF-

Die Genexpression von TGF- war in JPPD-stimulierten PBMC unbeeinflusst vom
Infektionsstatus der Tiere. Auch in einer anderen Studie mit natirlich mit
Paratuberkulose infizierten Rindern zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Genexpression von TGF- zwischen klinisch inapparent infizierten und nicht infizierten
Rindern (Coussens, Verman et al. 2004). Auch auf Proteinebene wurde in einer
Untersuchung der Produktion von TGF- von PBMC natdrlich und klinisch inapparent
mit MAP infizierter Rinder nach Stimulation mit lebenden MAP kein Unterschied zu

nicht infizierten Kontrolltieren gefunden (Khalifeh and Stabel 2004).

6.4.6 Genexpression von TNF- D

TNF- . war bei den Versuchstieren nach JPPD-Stimulation der PBMC fast durchgangig

signifikant hoher exprimiert als bei den Kontrolltieren. Die ermittelten Richtig-Negativ-
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Raten weichen nur in einem Fall von 100 % ab, aber die Richtig-Positiv-Raten von
16,7 bis 28,6 % (von BT 5 bis BT 13) sind fur die Anwendung in der Diagnostik noch
unzureichend. Dennoch wird hier ein Unterschied in der Reaktion auf JPPD deutlich,
der sehr ahnlich bereits fur PBMC naturlich und experimentell MAP-infizierter Rinder
nach Stimulation mit MAP-Vollzellantigen beschrieben wurde (Stabel 2000, Subharat,
Shu et al. 2012). Coussens, Verman et al. (2004) fanden hingegen TNF-. in mit MAP
stimulierten PBMC von natirlich infizierten Rindern geringer exprimiert als in
gleichbehandelten PBMC von gesunden Kontrolltieren. Es wurde aber auch eine
deutliche Induktion von IL-10 bei den klinisch inapparent infizierten Versuchstieren
festgestellt, die in den vorhergenannten sowie in der vorliegenden Studie nicht
gefunden wurde. Die stéarkere anti-inflammatorische Immunantwort der von Coussens,
Verman et al. untersuchten Rinder konnte daher die TNF-.-Produktion gehemmt
haben (Weiss, Evanson et al. 2005). Die Ursache fir diesen Unterschied kdnnte in
dem Infektionsstamm oder dem Alter bei der Infektion liegen; beides war allerdings
aufgrund der naturlichen Infektion unbekannt. Auch in Darmgewebsproben MAP-
infizierter Schafe wurde im Vergleich mit nicht infizierten Kontrolltieren eine signifikant
hohere Expression von TNF-. |1HV W J HAIZaher@ W/uddall et al. 1996).

6.4.7 Expression von CD25 bzw. CD26 auf CD4 *und CD8* Ged&chtniszellen

Die antigen-induzierte Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD26 auf in vitro
stimulierten CD4* und CD8* Gedachtniszellen spiegelt die durch aktive Auseinander-
setzung erworbene Immunreaktion auf das betreffende Antigen wider (Garcia, DiSanto
et al. 1999, Waters, Miller et al. 2003, Stabel and Robbe-Austerman 2011). Im
Vergleich zu den Kontrolltieren zeigten daher die Versuchstiere in der vorliegenden
Studie zu den ersten funf bzw. sechs Untersuchungszeitpunkten eine signifikant hdhe-
re Expression von CD25 auf CD4* bzw. CD8* Gedachtniszellen. Fur die Bestimmung
des Infektionsstatus lagen die Richtig-Negativ-Raten bei Verwendung der MdFlo-
Werte fur den Nachweis von CD25 auf CD4* Gedachtniszellen nach JPPD-Stimulation
zwischen 90 und 100 %. Gleichzeitig rangierten die Richtig-Positiv-Raten mit einer
Ausnahme (16,7 % in BT 6) von BT 4 bis BT 12 von 33,33 bis 66,67 %. Die Beurtei-
lung anhand des Nachweises von CD26 nach JPPD-Stimulation war daflir weniger
geeignet, da die Expression von CD26 auf den CD4* bzw. CD8* Gedachtniszellen zu
Beginn der Untersuchungen nicht so stark ausgepragt war wie zu den Zeitpunkten
BT 5 bis BT 11 bzw. BT 10. So wurde auf den CD4* bzw. CD8* Gedachtniszellen der
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Versuchstiere lediglich in BT 5 bis BT 8 bzw. in BT 5, BT 7 und BT 8 eine signifikant
hohere Expression von CD26 festgestellt. Sehr ahnliche, ebenfalls friih nachweisbare
immunologische Prozesse zeigten sich in zwei Verlaufsstudien tber zwolf Monate
bzw. 104 Wochen nach oraler, experimenteller Inokulation von Kaélbern bzw.
Ziegenlammern (Storset, Hasvold et al. 2001, Stabel and Robbe-Austerman 2011). Ab
einem Monat p.i. konnten in mit Vollzellantigen stimulierten PBMC infizierter Kéalber
signifikant hohere Prozentsatze von CD25*/CD4* bzw. CD25*/CD8" Zellen als bei den
Kontrolltieren festgestellt werden. Bei den infizierten Ziegenlammern wurden im
Vergleich mit den Kontrolltieren von neun Wochen p.i. an bis zum Ende der Studie
signifikant hohere Prozentsatze von CD25*/CD4" bzw. CD25*/CD8* Zellen nachge-
wiesen. In dem Infektionsversuch mit Kalbern wurde auch die Expression von CD26
untersucht. Hier zeigte sich wie in der vorliegenden Studie die Hochphase der antigen-
induzierten Expression von CD26 im Vergleich mit der von CD25 erst zeitversetzt und
bei den CD4* Zellen deutlicher als bei den CD8* Zellen. So war bei den mit Vollzell-
antigen stimulierten PBMC der Versuchstiere der Anteil der CD26*/CD4* Zellen trotz
ansteigendem Verlaufs zu allen Untersuchungszeitpunkten signifikant héher als der
bei gleichbehandelten PBMC der Kontrolltiere. Fir die CD26*/CD8* Zellen hingegen
wurde lediglich zwélf Monate p.i. ein solcher signifikanter Unterschied festgestellt.
Dass CD26 auf CD4* Zellen starker als auf CD8* Zellen exprimiert wird, belegt auch
eine Studie, in der CD26-spezifische Antikorper zur Differenzierung von Zellpopula-
tionen eingesetzt wurden (Morimoto, Torimoto et al. 1989). Auch eine andere Studie
an experimentell mit MAP infizierten Kélbern fand bei diesen im Vergleich zu den
Kontrolltieren 24 und 50 Wochen p.i. einen signifikant héheren Anteil an CD25* bzw.
CD26* Gedachtniszellen (Koo, Park et al. 2004). In den ersten sechs Monaten nach
der Infektion gehdrten diese vorwiegend der CD4* Zellpopulation an. Im Vergleich
dazu wurden 18 Monate p.i. weniger CD4* Gedachtniszellen mit Aktivierungsmarkern,
aber deutlich hohere Anteile an CD8* Gedachtniszellen mit CD25 oder CD26
gefunden. Dies kann als Indiz fir eine Anderung der Immunantwort im Infektions-
verlauf angesehen werden, die jedoch in der vorliegenden Studie nicht beobachtet
werden konnte. Es ist mdglich, dass dieser Wechsel durch die begrenzte Laufzeit der
Studie nicht erfasst werden konnte. Eine Studie an natirlich infizierten Rindern, die
klinisch inapparent und im Mittel 5,3 Jahre alt waren, zeigte, dass die ldentifizierung
infizierter Tiere anhand der antigen-induzierten Expression von CD25 auf PBMC auch

im fortgeschrittenen Alter der Tiere gelingen kann (Shu, Subharat et al. 2011).
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6.4.8 Ubertragbarkeit auf Verhéltnisse nach naturlicher Infektion

In der vorliegenden Studie wurde bewusst darauf verzichtet die ermittelten Richtig-
Negativ- und Richtig-Positiv-Raten mit den Begriffen Spezifitat und Sensibilitat gleich-
zusetzen, obwohl sich diese ebenso berechnen. Bei allen Bemihungen die Infektion
im Modell naturgetreu nachzustellen, hat dieses Modell seine Limitationen. Zum einen
ware unter Feldbedingungen auch ein Kontakt der Tiere zu anderen Mykobakterien-
spezies wahrscheinlich. Dieser wurde bei Verwendung des Stimulans JPPD aufgrund
der in der Literaturibersicht beschriebenen Kreuzreaktionen vor allem bei den
Kontrolltieren zu einer hoheren Streuung der Ergebnisse und somit zu einer
geringeren Spezifitat der Tests fuhren. Die Grenzwerte fir die Differenzierung von
infizierten und naiven Tieren wuirden dadurch angehoben und die Sensitivitat
gleichzeitig gesenkt. AuRRerdem ist es aufgrund des bei diesem Tiermodell
beschriebenen, beschleunigten Infektionsverlaufs mdglich, dass PBMC von natdrlich
infizierten Tieren wesentlich spater im Infektionsverlauf bzw. geringer auf JPPD
reagieren, als PBMC der hier untersuchten Versuchstiere. Dies wirde sich ebenfalls

negativ auf die Sensitivitat der Tests auswirken.

6.4.9 Zwischenfazit

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass mehrere der verwendeten Testmethoden
zum Nachweis der zellularen Immunantwort das Potential zur Differenzierung
infizierter und naiver Ziegen besitzen. Dazu z&hlt insbesondere der IFN- JTest, aber
auch der Nachweis der Genexpression von IL-12p40 und TNF- Dsowie der Nachweis
der Expression von CD25 auf CD4* und CD8* Gedéachtniszellen in mit MAP-Antigen
stimulierten PBMC kdnnten nach Anpassung der Tests oder der Grenzwerte dazu
verwendet werden. Die Verwendung von relativen, also auf die Mediumkontrolle
normalisierten Werten (SI, Ratio und MdFlg), die gegenlber interindividuellen
Schwankungen weniger anfallig sind als die absoluten Werte (S/P-Ratio, 'CT und
MdFI), fuhrte dabei nur fur den IFN-JTest und den Nachweis der Expression von
CD25 auf CD4* und CD8" Gedachtniszellen zu einer Erhdéhung der Differenzierungs-
qualitat. FUr den IL-10-Test und die Genexpression von IL-12p40 und TNF- Dhingegen
waren sowohl die Richtig-Negativ- als auch die Richtig-Positiv-Rate unter Verwendung
der absoluten Werte hoher. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Kontroll- und Versuchstieren konnten dartber hinaus allgemein haufiger beim

Vergleich der absoluten Werte als beim Vergleich der relativen Werte ermittelt werden.
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Relative Werte bringen insbesondere dann keinen Vorteil zur Differenzierung
zwischen Kontroll- und Versuchstieren, wenn der zur Differenzierung zu nutzende
Parameter nicht nur bei den stimulierten Zellen, sondern bereits in der unstimulierten
Mediumkontrolle der Versuchstiere verandert ist. In solchen Fallen wird die Differenz
gegenuber den Werten der Kontrolltiere durch die Verrechnung zum relativen Wert
verringert. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Versuchstiere in den hier unter-
suchten Tests eine Tendenz zu einer erhOhten Reaktivitat der unstimulierten PBMC
aufweisen, die sich nur in den vorhergenannten Berechnungen niederschlagt. Eine
allgemein hohere Reaktivitat auf unspezifische Stimulation zeigten sowohl die PBMC
der hier untersuchten Versuchstiere, als auch solche von klinisch inapparent mit MAP
infizierten Rindern (vgl. 6.3.2). Ob die hier ermittelten Richtig-Negativ- und Richtig-
Positiv-Raten allerdings mit der Spezifitat bzw. der Sensitivitat unter Feldbedingungen

Ubereinstimmen, muss in Feldversuchen Gberpruft werden.

Unter experimentellen Bedingungen stellte sich der IFN- 3Test im Vergleich mit dem
Nachweis der MAP-spezifischen Antikdrperreaktion als deutlich besser geeignet fir
die frihe Infektionsphase dar. Der Nachweis von MAP im Kot gelang wie der IFN- 3
Test von Beginn an, letzterer wies aber ab BT 3 hohere Richtig-Positiv-Raten auf. Die
hohen Nachweisraten von MAP in Kotproben direkt nach der Inokulation und in BT 1
und BT 2 entsprechen jedoch, wie in 6.2.1 bereits diskutiert, nicht den Erwartungen
nach einer natdrlichen Infektion mit MAP. Daher ist nicht auszuschliel3en, dass sich
auch die zellulare Immunantwort in diesem Modell friiher nachweisen 1ai3t, als es unter
Feldbedingungen der Fall gewesen ware. Allerdings belegen auch andere Studien,
dass sich die zellulare Immunantwort unter natirlichen Bedingungen friher
nachweisen laft als MAP-spezifische Antikorper bzw. MAP im Kot (Billman-Jacobe,
Carrigan et al. 1992, Huda, Jungersen et al. 2004, Robbe-Austerman, Stabel et al.
2006).

Im Hinblick auf die Spezifitdt zeigten die untersuchten Testmethoden keine Vorteile
gegenuber dem Nachweis von MAP in Kotproben bzw. von MAP-spezifischen
Antikérpern im Serum. Diese herkdmmlichen Nachweismethoden zeigten im
Gegensatz zu den Nachweisen der zellularen Immunantwort keinerlei falsch-positive
Ergebnisse. Es besteht also noch Optimierungsbedarf in der Wahl des Stimulans flr
den Nachweis der zellularen Immunantwort, sodass falsch-positive Ergebnisse (wie

bereits in 2.4.2.2 beschrieben) reduziert bzw. eliminiert werden.
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6.5 Hypothese 4: Die Spezifitat bzw. die Sensitivitdt des IFN- JTests lasst
sich durch Verwendung MAP-spezifischer Antigene bzw. IL- 10
blockierender Antikdrper steigern.

Ergebnisse diverser Studien legen nahe, dass die Spezifitdt bzw. die Sensitivitat des
IFN- 3Tests optimiert werden kdonnen, wenn bei der Restimulation MAP-spezifische
Antigene bzw. IL-10 blockierende Antikorper zum Einsatz kommen (vgl. 2.4.2.3). Ein
fur MAP hochspezifisches Stimulans wirde nicht nur Kreuzreaktionen reduzieren, die
letztlich Uber die Grenzwertfestlegung auch die Sensitivitat beeinflussen, sondern vor
allem die Spezifitat des Tests erhdhen. Ein IL-10 blockierender Antikbrper kdnnte die

IFN- JProduktion erhéhen und die Sensitivitat des Tests steigern.

6.5.1 MAP-spezifische Antigene fir d ie Restimulation im IFN- JTest

Die hier verwendeten, MAP-spezifischen rekombinanten Proteine erzeugten in der
verwendeten Konzentration und in einzelner Anwendung nur vereinzelt, bzw. im Falle
vom rekombinanten Protein BLAg in keinem Fall, signifikante Unterschiede in der

IFN- 3Freisetzung der PBMC von Kontroll- bzw. Versuchstieren.

Das rekombinante Protein BLAg wurde allerdings im Vorfeld der Studie lediglich auf
seine Eigenschaften in serologischen Tests geprtft (Tim Bull, St George's University
of London, London, Grol3britannien; personliche Mitteilung). Die Induktion einer
zellularen Immunantwort durch BLAg war daher kein zu erwartendes Ergebnis. Die
Maoglichkeit, dass BLAg ein Potential zum Nachweis der zellularen Immunantwort
aufweist, wird durch die vorliegende Studie aber auch nicht widerlegt, da BLAg aus
Bereitstellungsgriinden nicht vor der 33. Woche p.i. eingesetzt werden konnte.
Moglicherweise héatte, wie bei den anderen rekombinanten Proteinen, zu einem
friheren Zeitpunkt im Infektionsverlauf eine Reaktion der zellularen Immunantwort auf

BLAg festgestellt werden kdnnen.

Die rekombinanten Proteine MAP 1365, MAP 0268c und MAP 3651c hingegen bewie-
sen bereits im Vorfeld ihr Potential in Vollblutproben von natirlich und klinisch inappa-
rent mit MAP infizierten Schafen eine erhohte Freisetzung von IFN-Jzu induzieren
(Hughes, Denham et al. 2013). Statistisch signifikant waren diese Unterschiede nach
Stimulation mit MAP 3651c bzw. MAP 0268c. Ahnlich wie in der hier vorliegenden
Studie fanden auch Hughes, Denham et al. (2013) die Induktion der IFN- 3Freisetzung

am deutlichsten bei dem MAP-Protein MAP 3651c. Die rekombinanten Proteine wur-
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den bei Hughes et al. allerdings in einer Konzentration von 10 pg/ml, also im Vergleich

zu der hier vorliegenden Studie in der doppelten Konzentration eingesetzt.

Hughes, Denham et al. (2013) zeigten weiterhin, dass das Antigengemisch JPPD die
Freisetzung von IFN- Jin den Blutproben stérker induzierte als die einzeln zur Stimula-
tion eingesetzten rekombinanten Proteine, obwohl JPPD mit einer Konzentration von
2,5 ug/ml nur ein Viertel so hoch konzentriert eingesetzt wurde. Eine kombinierte
Anwendung rekombinanter Proteine soll unverdffentlichten Beobachtungen zu Folge
synergistisch auf die IFN- JFreisetzung wirken und damit die Sensitivitdt des Tests
erhdéhen (Hughes, Denham et al. 2013). Eine kombinierte Verwendung von Antigenen
kénnte durch das breitere Epitop-Spektrum die Wahrscheinlichkeit der erfolgreichen
Prasentation durch entsprechende MHC-Molekile erhéhen (Kathaperumal, Kumanan
et al. 2009, Casey, Sanalla et al. 2011, Mikkelsen, Aagaard et al. 2011).

Anders als erwartet wies der IFN- 3Test unter Verwendung von MAP 3651c als Stimu-
lans in der vorliegenden Studie eine niedrigere Richtig-Negativ-Rate auf als unter Ver-
wendung von JPPD. Moglicherweise musste flur eine héhere Spezifitat des so modifi-

zierten IFN- JTests der Grenzwert noch optimiert werden.

6.5.2 Nutzen des IL-10-Blocks bei der Restimulation fur den IFN-  JTest

Um die Sensitivitat des IFN- 3Tests zu erh6hen, wurden sowohl bei Buza, Hikono et al.
(2004) als auch in der vorliegenden Studie IL-10-blockierende Antikérper zum Stimula-
tionsansatz zugegeben. Die Freisetzung von IFN- Jkonnte in der vorliegenden Studie
durch die Neutralisation des antagonistisch wirkenden IL-10 fast durchgehend statis-
tisch signifikant gesteigert werden. Nur in dem ersten BT, der bei Kontroll- wie bei Ver-
suchstieren eine hohe Streuung aufwies, und in BT 6, in dem nur noch sechs Tiere mit
dem IL-10-Block getestet wurden, waren die gemessenen Konzentrationen an IFN-J
nicht signifikant héher als nach alleiniger Anwendung von JPPD zur Stimulation. Buza,
Hikono et al. (2004) beschrieben sogar eine durch den IL-10-Block erreichte, 23-fache
Steigerung der IFN- JFreisetzung. Hierbei kam ein IFN- 3Test fur Vollblutproben von
experimentell mit MAP infizierten Rindern zum Einsatz. Der Einsatz IL-10 blockie-
render Antikorper schien sowohl in der hier vorliegenden Studie als auch bei Buza,

Hikono et al. keine negativen Auswirkungen auf die Spezifitat des Tests zu haben.
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6.5.3 Zwischenfazit

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigen Berichte tber die Steigerung der
Sensitivitat durch Zugabe IL-10-blockierender Antikdrper wahrend der ex vivo
Restimulation. Zur Verbesserung der Spezifitat des IFN- JTests ist der Einsatz eines
MAP-spezifischen Stimulans unumgéanglich. Die hier untersuchten MAP-spezifischen
Antigene zeigen mit Ausnahme von BLAgQ das Potential eine spezifische IFN- JAntwort
in PBMC zu induzieren. Jedoch sind weitere Untersuchungen nétig, um die fur die
Restimulation von PBMC optimale Konzentration bzw. eine geeignete Kombination der
jeweiligen Antigene zu ermitteln. Dabei sollte das MAP-Protein BLAg auch zu einem
friheren Zeitpunkt im Infektionsverlauf getestet werden.

6.6 Hypothese 5: Immunpathologische Prozesse in der frihen Phase der

Infektion bestimmen den Verlauf der Erkrankung bei Ziegen.

Diese Hypothese wurde aufgestellt, da fir Schafe ahnliches bereits beschrieben ist
(Perez, Tellechea et al. 1999, Smeed, Watkins et al. 2007, Begg, de Silva et al. 2010,
de Silva, Begg et al. 2013). Zu ihrer Prufung wurden die Versuchstiere anhand der
Besiedlung ihrer Organe durch MAP in die Teilgruppen der Kn-, PB- und MB-Tiere
unterteilt. Diese wurden hinsichtlich ihrer Immunantwort charakterisiert. Dabei zeigten
sich Unterschiede in Parametern der zellularen Immunantwort, die bereits in anderen

Studien mit unterschiedlichen Infektionsverlaufen in Zusammenhang gebracht wurden.

6.6.1 Besiedlung der Organe mit MAP im Infektionsverlauf

Im Versuchsverlauf stiegen die Wachstumsindizes von MAP in den Organproben nicht
linear an. Vielmehr wiesen die Versuchstiere bereits einen Monat bzw. drei Monate p.i.
verglichen mit den nachfolgenden Sektionsterminen eine durchschnittlich stéarkere
Besiedlung der darm-assoziierten sowie der nicht darm-assoziierten Organe mit MAP
auf. Ahnliche Verhaltnisse zeigte auch eine Studie mit experimentell infizierten
Schafen (Brotherston, Gilmour et al. 1961). In den untersuchten, nicht darm-
assoziierten Lokalisationen wurde MAP in der vorliegenden Studie sechs bzw. neun
Monate p.i. nur noch im Leberlymphknoten nachgewiesen. Moglicherweise hatte eine
frih einsetzende zellulare Immunantwort zu diesem Zeitpunkt bereits einen Teil der
Mykobakterien abgetttet. Coussens (2004) beschrieb in einem Modell der Immun-
antwort auf MAP, dass im Blut zirkulierende, aktivierte, pro-inflammatorische T-Zellen

mangels enger Zellkontakte nicht durch Einflisse der anti-inflammatorischen T-Zellen
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an der Freisetzung von IFN- Jgehindert wirden. Demnach kénnte sich in der Peri-
pherie des Infektionsgeschehens, also in den nicht darm-assoziierten Lokalisationen,
am ehesten ein pro-inflammatorisches Milieu halten, das die Beseitigung der Myko-
bakterien begunstigt. Verschiedene Studien deuteten fur das Gewebe des lleums und
des damit assoziierten Lymphgewebes hingegen an, dass sich die MAP-Infektion
aufgrund des inhibierenden Einflusses der dort vorkommenden anti-inflammatorischen
T-Zellen halten kann; die Infektion kbnne sich spater von dort aus erneut ausbreiten
(Hines, Kreeger et al. 1995, Coussens 2004, Wu, Livesey et al. 2007). Die Ergebnisse
der in der vorliegenden Studie zwolf Monate p.i. sezierten Tiere sprechen fur eine
solche erneute Ausbreitung der Infektion. Bei diesen Tieren finden sich teilweise
wieder allgemein erhdhte Wachstumsindizes der Organproben, auch einhergehend
mit erneutem Nachweis von MAP in verschiedenen nicht darm-assoziierten Organen.
Die Hohe der festgestellten Wachstumsindizes variierte dabei stark. Ob sich dieses
Wiederaufleben der Infektion bei einigen Versuchstieren allein mit einer weniger
gunstigen Abwehrlage in bestimmten infizierten Geweben erklaren lasst oder welche
Rolle evtl. eine orale Reinfektion der Tiere durch Aufnahme von kontaminierten
Ausscheidungen spielen kann, ist nicht ganz klar. Allerdings konnten Schafe bzw.
Méause, die nach einer Infektion mit MAP bzw. dem attenuierten Rindertuberkulose-
stamm Bacillus Calmette-Guérin erneut mit diesen Erregern infiziert wurden, bei der
Reinfektion einer neuerlichen Vermehrung der Mykobakterien zuvorkommen (Collins
and Miller 1969, Angus and Gilmour 1971). Diese Ergebnisse sprechen dagegen,
dass die in der vorliegenden Studie beobachtete Ausbreitung von MAP im Gesamt-

organismus zwolf Monate p.i. durch eine orale Reinfektion der Tiere bedingt wurde.

6.6.2 Unterschiede in der Besiedlung durch MAP zwdlf Monate p.i. als
Kriterium fur die Einteilung in Teilgruppen

Da sich zwdlf Monate p.i. deutliche Unterschiede zwischen den Versuchstieren hin-
sichtlich des kulturellen Nachweises von MAP aus Organproben zeigten, wurden
entsprechende Teilgruppen definiert. Drei Tiere zeigten zu diesem Zeitpunkt eine
moderate und drei weitere Tiere eine starke Bakterienlast in den Organproben. Diese
Tiere wurden auch von Kruger, Kohler et al. (2014) als Tiere mit paucibazillaren bzw.
multibazillaren Lasionen beschrieben und in der vorliegenden Studie als PB- bzw. MB-
Tiere definiert. Bei natirlich infizierten Rindern, Schafen und Ziegen wurden ebenfalls

Tiere beschrieben, bei denen entweder pauci- oder multibazillare Lasionen Uberwogen
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(Clarke and Little 1996, Corpa, Garrido et al. 2000, Gonzalez, Geijo et al. 2005,
Dennis, Reddacliff et al. 2011, Vazquez, Garrido et al. 2013). Bei einem Tier der
vorliegenden Studie gelang 12 Monate p.i., ahnlich wie bei einem Infektionsversuch
mit Ziegen von Munjal, Tripathi et al. (2005), kein kultureller Nachweis von MAP in
Organproben. Dieses Tier wurde deshalb als Kn-Tier bezeichnet. Sweeney, Whitlock
et al. (2006) zu Folge kann der wahre Infektionsstatus eines Tieres erst nach Unter-
suchung von 30 Organproben aus dem Darm als gesichert angesehen werden. Hier
sprach allerdings die Gesamtheit der Befunde dieses Tieres dafir, dass es sich um
ein Tier handelt, das eine Infektion mit MAP erlebt, aber nahezu eliminiert hat. In
anderen Studien mit natirlich bzw. experimentell infizierten Schafen lagen zum Teil
ahnliche Befunde vor, wenn Tiere als LQIL]LHUW DEHU A DastRis®WrRPDWLYV
wurden (Smeed, Watkins et al. 2007, de Silva, Begg et al. 2009).

6.6.3 Vergleiche zwischen den Teilgruppen

Die hier verglichenen Teilgruppen wiesen Stichprobenumfange von n =1 (Kn-Tier)
bzw. n =3 (PB- bzw. MB-Tiere) auf, sodass im Folgenden beim Vergleich zwischen
den Kn-, PB- und MB-Tieren lediglich von Tendenzen gesprochen werden kann. Im
Kontext mit Ergebnissen anderer Studien zeichnen sich jedoch Zusammenhange
zwischen Parametern der zellularen Immunantwort und dem Ausgang der Infektion ab.
Wenn mdglich, wurden dafir Studien herangezogen, die diese mit mdglichst gleichen
Voraussetzungen untersucht haben. Bei Ermangelung solcher musste auf Studien
zurlckgegriffen werden, die andere Materialien als PBMC untersucht haben.
Ergebnisse von Gewebsproben sind allerdings nur eingeschrankt vergleichbar, da sie
stark von lokalen Prozessen beeinflusst sein kdnnen, die nicht fir die Gesamtheit der
Lasionen reprasentativ sein missen (Begara-McGorum, Wildblood et al. 1998). PBMC
hingegen spiegeln im Vergleich dazu eher eine Art Gesamtiberblick tber die lokalen
Vorgénge wider (Storset 2003). Verglichen mit den MB-Tieren zeigte sich bei den PB-
Tieren die Tendenz zu einer friiher einsetzenden und initial héheren JPPD-induzierten
IFN- JFreisetzung. Der Antikdrpertiter hingegen war, tUber alle Untersuchungszeitpunk-
te hinweg betrachtet, bei den MB-Tieren signifikant hoher als bei den PB-Tieren
(Mann-Whitney-U-Test; Daten nicht dargestellt). Diese Ergebnisse stltzen somit die
bereits mehrfach beschriebene Assoziation der paucibazillaren Form mit einer starken
zellularen Immunantwort und der multibazillaren Form mit einer starken humoralen

Immunantwort (Clarke and Little 1996, Navarro, Ramis et al. 1998, Burrells, Clarke et
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al. 1999). Dabei gehorten sowohl die PB- als auch die MB-Tiere zu der Teilgruppe der
Dauerausscheider. Jedoch waren die in der kulturellen Anzucht aus Kotproben ermit-
telten WI-Werte bei den MB-Tieren héher als bei den PB-Tieren.

6.6.3.1 IFN- dTest

Unterschiede in der IFN- JAntwort konnten mit der spateren Auspragung der Infektion
in Zusammenhang gebracht werden. So war bei den JPPD-stimulierten PBMC von
dem Kn-Tier und den PB-Tieren bereits ab BT 3 ein sprunghafter Anstieg der
Freisetzung von IFN-Jzu beobachten. Bei den MB-Tieren trat dieser einen Monat
spater, ab BT 4, ein und erreichte dabei nicht dieselben Maximalwerte. Andere
Studien mit experimentell bzw. natirlich infizierten Schafen zeigten ebenfalls, dass
eine hohe MAP-antigeninduzierte Freisetzung von IFN- Jeine effiziente Kontrolle bzw.
Elimination des Erregers reflektiert (Perez, Tellechea et al. 1999, Smeed, Watkins et
al. 2007, Begg, de Silva et al. 2010, de Silva, Begg et al. 2013). Bei Begg, de Silva et
al. zeigten nicht nur die paucibazillaren Tiere gegentber den multibazillaren Tieren
eine hohere durch MAP-Antigen induzierte IFN- JAntwort, sondern auch die Nichtaus-
scheider gegenuber den Ausscheidern. Diese Verhaltnisse zeichneten sich in der
vorliegenden Studie ebenfalls ab. Die Unterschiede in der IFN- 3Freisetzung waren
allerdings nicht nur nach Stimulation der PBMC mit JPPD und dem dazu weitgehend
homologen APPD, sondern auch nach Stimulation mit ConA erkennbar. Ahnliches
wurde bereits nach unspezifischer Stimulation von PBMC MAP-infizierter Schafe
mittels Pokeweed Mitogen beobachtet (Begg, de Silva et al. 2010). Auch bei PBMC
multibazillarer Rinder wurde eine schwachere Proliferation in Reaktion auf Mitogene
festgestellt und als allgemeiner Verlust lymphozytarer Funktionen bei fortgeschrittener
Paratuberkulose gedeutet (Stabel 2000). Coussens (2004) schrieb dieses Phdnomen

der Entwicklung einer Population von zytotoxischen, immunregulatorischen Zellen zu.

6.6.3.2 IL-10-Test und Genexpression von IL- 10

Wahrend die Freisetzung von IL-10 durch mit JPPD stimulierte PBMC wenig
Unterschiede zwischen den Teilgruppen offenbarte, waren diese auf Ebene der Gen-
expression deutlicher zu erkennen. Den Ergebnissen des IL-10-Tests zu Folge war die
IL-10-Freisetzung bei den PBMC des Kn-Tieres und der PB-Tiere nach JPPD-
Stimulation lediglich zu Beginn der Untersuchungen (in BT 2 und BT 4) hoher als bei
denen der MB-Tiere. Wie bereits in 6.4.2 diskutiert, kdnnte die Stimulation fir 64
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Stunden suboptimal gewahlt sein. Die Genexpression von IL-10 nach 24-stindiger
Stimulation kdnnte somit evtl. die tatsédchlichen Verhaltnisse korrekter abbilden. Hier
zeigten sich bei dem Kn-Tier und den PB-Tieren tendenziell hbhere Werte als bei den
MB-Tieren. Ganz ahnliche Ergebnisse fanden auch Gillan, O'Brien et al. (2010) in mit
JPPD stimulierten PBMC. Bei mit MAP infizierten Schafen und Rindern ist ein
Zusammenhang zwischen einer erhohten IL-10-Antwort auf MAP und einem wenig
progressiven Infektionsverlauf beschrieben. Bei naturlich infizierten Schafen zeigte
sich die Wahrscheinlichkeit der Erkrankung zu entgehen positiv assoziiert mit der
durch MAP-Antigen induzierten Freisetzung von IL-10 vier Monate p.i. (de Silva, Begg
et al. 2013). Gleiches galt dabei fur die durch MAP-Antigen induzierte Freisetzung von
IFN- J Eine andere Studie beschrieb einen negativen Zusammenhang zwischen der
Sekretion von IL-10 durch PBMC und der Anzahl an MAP-positiven Organ- und
Kotproben in experimentell infizierten Kéalbern (Subharat, Shu et al. 2012). Wieder
andere Studien beschrieben eine hohe IL-10-Antwort assoziiert mit einer hohen
Bakterienlast bzw. mit klinischen Symptomen (Khalifeh and Stabel 2004, Tanaka, Sato
et al. 2005, Smeed, Watkins et al. 2007). Anders als in der vorliegenden Studie ging
die IL-10-Antwort in diesen Untersuchungen jedoch nicht mit einer starken zellularen
Immunantwort einher. Aul3erdem wurden in diesen Studien keine PBMC sondern
Organproben vom Darm und von darm-assoziierten Lymphknoten untersucht. Daher
kénnten die scheinbar widersprichlichen Ergebnisse auch durch verschiedene Anteile
zytokinproduzierender Zellen in den untersuchten Probenmaterialien bedingt sein (de
Silva, Begg et al. 2009).

6.6.3.3 Genexpression von IL-12p40

Die Genexpression von IL-12p40 nach JPPD-Stimulation war nicht nur bei den
Versuchstieren signifikant hoher als bei den Kontrolltieren sondern auch bei den PB-
Tieren tendenziell héher als bei den MB-Tieren. Smeed, Watkins et al. (2007)
beschrieben dazu passend in paucibazillaren Gewebeproben aus dem terminalen
lleum klinisch apparent und natdrlich infizierter Schafe eine tendenziell hdhere
Expression von IL-12p40 als in multibazillaren Gewebeproben. Auch in Gewebs-
proben von mit M. leprae infizierten Patienten war die Genexpression von IL-12 in
paucibazillaren Lasionen 10-fach hoher als in multibazillaren Lasionen (Sieling and
Modlin 1994). Im Gegensatz dazu fand sich bei naturlich und klinisch inapparent

infizierten Rindern in mit dem lleum assoziierten Lymphknoten multibazillarer Tiere
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eine tendenziell hohere Genexpression von IL-12p40 als bei paucibazillaren Tieren
(Tanaka, Sato et al. 2005).

6.6.3.4 Genexpression von IL- 18

Die Genexpression von IL-18 durch JPPD-stimulierte PBMC veréanderte sich bei allen
untersuchten Teilgruppen im Laufe des Versuchs. Wahrend diese bei den PB-Tieren
(und tendenziell auch bei dem Kn-Tier) zu Beginn am geringsten ausfiel und bis zum
Ende des Versuchs anstieg, zeigte sich bei den MB-Tieren ein entgegengesetzter,
abfallender Verlauf der IL-18-Genexpression. Die Genexpression von IL-18 in mit dem
lleum assoziiertem Lymphgewebe mindestens 18 Monate alter, natirlich und klinisch
inapparent infizierter Rinder zeigte sich in multibazillaren Lasionen statistisch
signifikant geringer als in paucibazillaren Lasionen (Tanaka, Sato et al. 2005). Smeed,
Watkins et al. (2007), die die Genexpression von IL-18 in Gewebeproben vom
terminalen Illeum Klinisch apparent und natirlich infizierter Schafe untersuchten,
stellten hingegen keinen Unterschied zwischen Tieren mit paucibazillaren und
multibazillaren Lasionen fest. In beiden Teilgruppen war die Genexpression von IL-18
hoher als bei den Kontrolltieren. Eine dritte Teilgruppe MAP-infizierter Schafe wies hin-
gegen sowohl im Vergleich zu den Kontrolltieren als auch im Vergleich zu den ande-
ren infizierten Schafen eine geringere Genexpression von IL-18 im lleumgewebe auf.
Diese, von Smeed, Watkins et al. als ADV\PSWRPDWLVFKH3 6 Faaiee
zeigten keine Klinischen Symptome, es gelang aber sowohl der Nachweis von

MAP-spezifischen Antikdrpern als auch der Nachweis von MAP im Gewebe per PCR.

EHVFKI

2E GLHVH ADV\PSWRPDWLVFKHQ?® 6FKDIH MHGRFK PLW GH

charakterisierten Kn-Tier vergleichbar sind, ist schon aufgrund der unterschiedlichen
Antikérperantwort fraglich, da das Kn-Tier Uber den Versuchszeitraum Kkeinen
positiven Antikdrpertiter entwickelte. Das deutet darauf hin, dass bei diesen Tieren

unterschiedliche immunologische Prozesse abgelaufen sind.

6.6.3.5 Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD26

Bei fUr sechs Tage mit JPPD stimulierten CD4* und CD8* Gedachtniszellen von
PB-Tieren wurde im Vergleich mit solchen von MB-Tieren eine tendenziell héhere
Expression von CD25 festgestellt. Ahnliches zeigte sich bei Leukozyten natirlich mit
MAP infizierter Schafe (Gillan, O'Brien et al. 2010). Bei paucibazillaren Schafen war

die absolute Anzahl der Zellen, die CD25 exprimierten, nach dreitagiger Stimulation
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mit JPPD hoher als bei multibazillaren Schafen. Auch experimentell infizierte Schafe
zeigten mit geringerer Wahrscheinlichkeit klinische Symptome, wenn sie eine hdhere
Anzahl von Zellen, die CD25 exprimieren, aufwiesen (Begg, O'Brien et al. 2005).

Die Expression von CD26 nach JPPD-Stimulation hingegen war bei PBMC der
MB-Tiere tendenziell hoher als bei denen der PB-Tiere. Leider sind bisher keine
vergleichbaren Ergebnisse zur Expression von CD26 bei mit MAP infizierten Tieren
veroffentlicht worden. Bei mit M. leprae infizierten Patienten zeigte sich allerdings die
Expression von CD26 mit der IFN- JAntwort korreliert. In Hautproben von Patienten
mit paucibazillarer Form war CD26 hoher exprimiert als in solchen von Patienten mit
multibazillarer Form (Scheel-Toellner, Richter et al. 1995). Andere Studien stellten
einen Zusammenhang zwischen einer fehlgeleiteten oder gar auto-aggressiven
Immunantwort (z.B. bei Rheumatoider Arthritis, Morbus Basedow, Asthma und
Multipler Sklerose) und einer starken Expression von CD26 her (Eguchi, Ueki et al.
1989, Hosono, Ohnuma et al. 2003, Kruschinski, Skripuletz et al. 2005).

Das Kn-Tier wurde in der vorliegenden Studie nur zwei Mal in die durchfluss-
zytometrischen Untersuchungen eingeschlossen, weshalb Uber die bei diesem Tier
geltenden Verhaltnisse keine Aussage gemacht werden kann.

6.6.4 Auspragung der zellularen Immunantwort in den Teilgruppen

PB-Tiere und MB-Tiere wiesen Charakteristika in der zellularen Immunantwort auf
MAP-Antigene auf, die die Teilgruppen voneinander unterschieden. Unterschiedliche
Tendenzen zeigten sich nach JPPD-Stimulation der PBMC in der Freisetzung von
IFN- Jund IL-10, in der Genexpression von IL-12p40 und IL-18 und in der Expression
von CD25 und CD26 auf CD4* und CD8* Gedachtniszellen (vgl. 6.6.3). Dabei
korrelierte die nach JPPD-Stimulation ermittelte Freisetzung von IFN- J statistisch
signifikant mit der von IL-10, mit der Genexpression von IL-12p40 und der Expression
von CD25 und CD26 auf CD4" und CD8* Gedéachtniszellen. Es handelt sich dabei
lediglich um geringe bis mittlere Korrelationen, denn die einzelnen Parameter weisen
zeitlich versetzte Hohepunkte auf. Dennoch ergibt sich mit diesen Parametern ein
Muster der zellularen Immunantwort auf MAP, das mit dem Infektionsverlauf in
Zusammenhang gebracht werden kann. Die Genexpression von IL-18 korrelierte nicht
statistisch signifikant mit der Freisetzung von IFN-J der Rangkorrelationskoeffizient

deutet allerdings eine sehr geringe negative Korrelation an.
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Wenn man den bei PB-Tieren vergleichsweise starker ausgepragten Parametern
einen protektiven Charakter zuschreibt, ware zunachst anzunehmen, dass sich diese
bei dem Kn-Tier mindestens genauso deutlich darstellen wie bei den PB-Tieren. Dies
war jedoch in der vorliegenden Studie wie in zwei Studien mit natirlich MAP-infizierten
Tieren nicht der Fall. So zeigten PBMC von natlrlich infizierten Ziegen, die nach
MAP-Infektion geringe bzw. MAP-unspezifische Lasionen ohne darin nachweisbare
Mykobakterien aufwiesen, eine schwachere IFN- JAntwort als Tiere mit deutlicherer
Pathologie (Lybeck, Lovoll et al. 2013). Auch natdrlich infizierte Schafe ohne histo-
pathologische Veranderungen zeigten keine starkere zellulare Immunantwort als
solche mit paucibazillaren Lasionen (Gillan, O'Brien et al. 2010). Vielmehr fanden
*LOODQ 2t bel 8@ Schafen ohne histopathologische Veranderungen einen
immunologischen Phéanotyp, der zwischen dem der Kontrolltiere und dem der
paucibazillaren Tiere lag. Letztlich stellt sich also die Frage, ob der Schlissel zur
Kontrolle der Infektion in einer frihen, moglichst starken oder doch eher in einer
ausreichend starken, aber nicht ausufernden zellulare Immunantwort zu finden ist.
Sollte ersteres der Fall sein, kdbnnte man die geringeren Messwerte des Kn-Tiers
dadurch erklaren, dass dieses Tier eine relativ geringe Anzahl an MAP und an
Entziindungsherden aufweist. So kann lokal eine sehr starke zellulare Immunantwort
ablaufen, die sich jedoch in der Peripherie nicht in der gleichen Frequenz an
MAP-spezifischen Effektorzellen niederschlagen muss. Jedoch ist auch moglich, dass
eine gute Balance zwischen einer schnellen, starken zellularen Immunantwort und den
zum Gewebsschutz noétigen Regulationsmechanismen nétig ist, um die Infektion
effektiv einzudammen. Festgestellt werden kann ohne weitere Untersuchungen nur,

dass ohne eine starke zellulare Immunantwort die Kontrolle der Infektion nicht gelingt.

Eine frih einsetzende und starke Produktion von IFN- Jin Antwort auf MAP-Antigene,
wie sie das Kn-Tier und die PB-Tiere zeigten, wurde mehrfach als der wichtigste
Faktor fur eine effiziente Abwehr der mykobakteriellen Infektion beschrieben (Cooper,
Adams et al. 2002, Zuniga, Torres-Garcia et al. 2012). IFN- Jist essentiell fur die
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen, was wiederum erst die erfolgreiche
Abtotung nach Phagozytose von MAP durch diese ermdglicht (Boehm, Klamp et al.
1997, Stabel 2000, Schroder, Hertzog et al. 2004). IFN- Jfordert in diesem Zusammen-
hang nicht nur die Reifung der Phagosomen, sondern auch die Produktion von reakti-
ven Sauerstoff- und Stickstoffspezies durch Makrophagen (Schaible, Sturgill-Koszycki
et al. 1998, Cooper, Adams et al. 2002). Es aktiviert aul3erdem NK-Zellen, welche
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zusatzlich zu ihrer zytotoxischen Funktion wie die Monozyten und Makrophagen zur
weiteren Produktion von IFN-Jund IL-12 beitragen (Boehm, Klamp et al. 1997,
Munder, Mallo et al. 1998, Carnaud, Lee et al. 1999, Schroder, Hertzog et al. 2004).

IL-12 weist in vielerlei Hinsicht &hnliche Funktionen wie IFN- Jauf und unterstutzt die
zellulare Immunantwort (Robertson, Soiffer et al. 1992, Trinchieri 1995). Vor allem
aber induziert das durch IFN-Jin seiner Produktion geférderte IL-12 im Gegenzug
wiederum die Produktion von IFN- Jin NK-Zellen, Thl-Zellen und in Synergie mit IL-18
auch in Makrophagen (Trinchieri 1995, Boehm, Klamp et al. 1997, Munder, Mallo et al.
1998). Durch diese wechselseitige Induktion der Produktion korreliert eine starke
IFN- JAntwort in der Regel, und so auch in der vorliegenden Studie, mit einer hohen
Konzentration an IL-12. Die Kombination beider Zytokine zeigte sich bereits als
essentiell fur die Einddmmung bzw. Beseitigung von mykobakteriellen Infektionen
(Flynn, Goldstein et al. 1995, Rosenzweig and Holland 2005).

Fur die ausreichende Produktion von IFN-J aber auch von IL-12 ist allerdings
wiederum auch IL-18 wichtig (Kawakami, Koguchi et al. 2000, Wei, Leung et al. 2001,
Kinjo, Kawakami et al. 2002). Nicht zuletzt durch seine Wirkung auf die Produktion von
IFN- Jund IL-12 zeigte sich IL-18 in verschiedenen Infektionsmodellen als relevant fur
die Abwehr mykobakterieller Infektionen (Sugawara, Yamada et al. 1999, Kinjo,
Kawakami et al. 2002, Schneider, Korbel et al. 2010). IL-18 wurden allerdings auch
Funktionen zugewiesen, die der Thl-Immunantwort zuwider laufen (Yoshimoto,
Tsutsui et al. 1999, Hoshino, Yagita et al. 2000, Nakanishi, Yoshimoto et al. 2001). Ob
diese allerdings bei Infektionen mit Mykobakterien zum Tragen kommen, ist fraglich,
da die pro-inflammatorische Wirkung von IL-18 in den Infektionsmodellen tGberwiegt.
Eine weitere Untersuchung dieser unterschiedlichen Funktionsweisen von I[L-18
konnte aber Aufschluss dariiber geben, warum sich die Genexpression von IL-18 in
der vorliegenden Studie zwischen den PB- und MB-Tieren unterschied, dabei aber

weder mit der Genexpression von IL-12 noch mit der Freisetzung von IFN- Jkorrelierte.

TNF- . fordert die rasche Rekrutierung der Immunzellen aus dem Blutkreislauf zum
Infektionsherd und damit die dortige Produktion von IFN- J IL-12 und IL-18 (Sedgwick,
Riminton et al. 2000, Roach, Bean et al. 2002, Egen, Rothfuchs et al. 2008). In einem
mathematischen Modell der MAP-Infektion wurden der Rekrutierung und Aktivierung

von Makrophagen eine besondere Relevanz fir die Entwicklung der Infektion zugewie-
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sen (Klinkenberg and Koets 2015). Dennoch zeigten die in der vorliegenden Studie

untersuchten Teilgruppen keine Unterschiede in der Genexpression von TNF- ..

Nach dem Erstkontakt mit MAP stehen fir die schnelle und ausreichende Produktion
der zuvor beschriebenen Zytokine und fur die rasche Bekdmpfung der Infektion durch
zytotoxische Mechanismen sensibilisierte CD4* und CD8* Gedachtniszellen bereit. In
der vorliegenden Studie wurde mittels Durchflusszytometrie sowohl auf CD4* als auch
auf CD8* Gedachtniszellen von PB-Tieren eine hohere Expression von CD25 nachge-
wiesen als auf denen von MB-Tieren. CD25 ist Teil des IL-2-Rezeptors, der die Prolife-
ration der T-Zellen induziert, wenn er das pro-inflammatorische Zytokin IL-2 bindet
(Malek 2008, Letourneau, Krieg et al. 2009). Somit ist anzunehmen, dass die CD4*
und CD8" Gedéachtniszellen der PB-Tiere starker bei pro-inflammatorischer Zytokin-
ausschuttung proliferieren als die der MB-Tiere. Die so neu gebildeten CD4* Zellen
unterstitzen die zellulare Immunantwort weiterhin durch die Produktion pro-inflamma-
torischer Zytokine (Cerottini and MacDonald 1989, Flynn and Chan 2001, Serbina and
Flynn 2001). Auch die CD8" Zellen produzieren pro-inflammatorische Zytokine und
wirken zusatzlich zytotoxisch auf Zellen, die infiziert sind und deren MHC-I-Molekule
korperfremde Antigene prasentieren (Flynn and Chan 2001, Serbina and Flynn 2001,
Wong and Pamer 2003, Zhang and Bevan 2011).

Der Aktivierungsmarker CD26 hingegen wurde in der vorliegenden Studie auf den
CD4* und CD8* Gedéachtniszellen der MB-Tiere tendenziell starker exprimiert als auf
denen der PB-Tiere. CD26 vermittelt sowohl die Co-Stimulation als auch die Prolifera-
tion dieser Zellen und tragt somit ebenfalls zur zellularen Immunantwort bei (Munoz,
Blazquez et al. 1992, Tanaka, Kameoka et al. 1993, Boonacker and Van Noorden
2003). In diesem Zusammenhang ist jedoch von grol3erer Bedeutung, dass CD26 in
der Lage ist, die chemotaktische Funktion bestimmter Chemokine mittels enzymatisch-
er Umsetzung zu potenzieren (Boonacker and Van Noorden 2003, Lim, Burns et al.
2005, Rai, Thakur et al. 2012). Damit, und da es die Durchlassigkeit von Endothel-
zellen fir Immunzellen erhoht, tragt CD26 zur Rekrutierung von T-Zellen zum Infek-
tionsgeschehen bei (lkushima, Munakata et al. 2002). Allerdings konnte auch bei
verschiedenen Erkrankungen, die mit einer fehlgeleiteten oder gar auto-aggressiven
Immunantwort einhergehen, eine starke Expression von CD26 festgestellt werden
(Eguchi, Ueki et al. 1989, Hosono, Ohnuma et al. 2003, Kruschinski, Skripuletz et al.

2005). Insofern ist, auch im Zusammenhang mit den anderen Befunden, denkbar,
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dass die hohe Bakterienlast der MB-Tiere letztlich nicht durch eine zu geringe,

sondern eher durch eine fehlgeleitete zellulare Immunantwort bedingt ist.

In diesem Sinne erscheint es weniger paradox, dass bei den PB-Tieren die im
Vergleich mit den MB-Tieren starkeren pro-inflammatorischen Reaktionen mit einer
ebenfalls erhdhten Produktion an IL-10 einhergehen. Dies zeigte sich auch bei
ahnlichen Untersuchungen (Subharat, Shu et al. 2012, de Silva, Begg et al. 2013). Es
ist allerdings nicht klar, ob die IL-10-Antwort urséchlich zur Kontrolle der Infektion
beitragt oder ob sie als Nebeneffekt der starken IFN- JAntwort gewertet werden muss.
Jedenfalls schitzt nicht nur eine starke zellulare Immunantwort, sondern auch eine
gute Balance zwischen dieser und einer diese regulierenden IL-10-Produktion das
infizierte Gewebe (Zhou, Streutker et al. 2004, O'Garra and Vieira 2007, Gillan,
O'Brien et al. 2010, Cope, Le Friec et al. 2011). IL-10 kann also dadurch protektiv
wirken, dass negative Effekte einer ansonsten Uberbordenden zellularen
Immunantwort auf die Gewebsintegritat begrenzt werden. Es gibt allerdings auch
Hinweise darauf, dass IL-10 nicht ausschlieBlich anti-inflammatorisch wirksam ist
(Cohen, Katsikis et al. 1994, Schlaak, Hermann et al. 1994). So konnten Cohen,
Katsikis et al. die Expression von CD25 auf CD4* Zellen durch Zugabe von exogenem
IL-10 erhdhen. Dieser Effekt zeigte sich nicht nur bei bestimmten untersuchten
Zellklonen sondern auch in PBMC. Jedoch ging diese Steigerung der CD25-
Expression nicht bei allen untersuchten CD4* T-Zell-Klonen mit einer erhdhten IL-2-
induzierten Proliferation einher. Schlaak, Hermann et al. wiesen in PBMC eine durch
IL-10 induzierte Proliferation von T-Zellen nach. Unter welchen Umstanden IL-10 die
Proliferation von pro-inflammatorisch wirksamen Zellen unterstitzt, geht aus diesen
Studien jedoch nicht deutlich hervor. Méglich scheint jedoch, dass IL-10 die
erfolgreiche Abwehr einer mykobakteriellen Infektion nicht ausschlie3lich durch die

Limitierung der zellularen Immunantwort férdert.

6.6.5 Zwischenfazit

PB-Tiere zeigten sowohl in dieser als auch in anderen Studien eine mindestens
zeitweise starkere zellulare Immunantwort auf MAP als MB-Tiere. Die Ergebnisse des
Kn-Tiers waren schwieriger mit denen anderer Studien zu vergleichen, da sich keine
exakten Entsprechungen dieser Verlaufsform finden lief3en. Es deutet sich jedoch an,
dass Tiere, die die Infektion mit MAP kontrollieren, im Vergleich mit den PB-Tieren

eine schwachere zellulare Immunantwort auf MAP zeigen. Demnach ist die Protektion
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der Tiere nicht allein durch die Starke der zellularen Immunantwort bedingt. Da diese
Unterschiede in der Immunantwort auf MAP bereits zu einem so frihen Zeitpunkt der
Infektion festgestellt wurden, konnten diese an der Weichenstellung fir den weiteren
Verlauf der Infektion beteiligt sein. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass es sich bei
den hier vorgenommenen Klassifizierungen in Kn-, PB- und MB-Tiere nicht um
verschiedene pathogenetische Stadien handelt, die in einander Gbergehen, sondern
um voneinander unabhéngige Krankheitsverlaufe der Paratuberkulose. Fur die
Paratuberkulose der Schafe wird angenommen, dass es unterschiedliche Krankheits-
verlaufe gibt, die letztlich zu verschiedenen pathologischen und histologischen
Befunden fuhren (Clarke and Little 1996, Smeed, Watkins et al. 2007, Gillan, O'Brien
et al. 2010, de Silva, Begg et al. 2013). Fur Rinder, bei denen mehr Mischformen
gefunden wurden als bei Schafen, scheinen pauci- und multibazillare Lasionen
hingegen lediglich verschiedene Stadien innerhalb eines Krankheitsverlaufs zu kenn-
zeichnen (Gonzalez, Geijo et al. 2005, Vazquez, Garrido et al. 2013). In dieser
Hinsicht scheint also die Paratuberkulose bei Ziegen mehr der Paratuberkulose bei

Schafen zu dhneln als der bei Rindern.

Was letztlich ursachlich fir die unterschiedlichen, frihen immunpathogenetischen
Prozesse bei den Teilgruppen verantwortlich ist, kdnnen die vorliegenden Daten nicht
abschlieRend klaren. Wie in 6.2.3 bereits erortert, kann der Infektionsverlauf durch die
Route und das Alter bei der Infektion, durch die Infektionsdosis sowie durch den Infek-
tionsstamm beeinflusst sein. Fur die vorliegende Studie kénnen diese Einflisse als
Ursache fur die unterschiedlichen Verlaufsformen der Paratuberkulose jedoch ausge-
schlossen werden, da Infektionsroute, idosis und -stamm bei allen Versuchstieren
gleich waren. Die Tiere, die zwOlf Monate p.i. seziert und als Kn, PB oder MB
klassifiziert wurden, wiesen zwar im Infektionsalter maximal einen Unterschied von
acht Tagen auf, aber es war kein Zusammenhang zwischen diesem und dem
Infektionsverlauf erkennbar (Daten nicht dargestellt). Weitere denkbare Einflisse aus
der Umwelt der Tiere auf die Immunreaktionen sind die Haltung und Fuitterung, die
Beeintrachtigung der Tiere durch andere Erkrankungen sowie der Stress durch
Artgenossen. In der vorliegenden Studie sind wiederum die Haltung und Futterung
aller Tiere gleichartig gestaltet worden, sodass der Einfluss auf die Immunantwort nur
gering gewesen sein kann. Durch die Gesundheitskontrolle vor und nach der
Einstallung kénnen auch Einflisse durch andere Erkrankungen ausgeschlossen

werden. Der Einfluss der individuellen Position in der Rangordnung kann allerdings
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mangels genauer Aufzeichnungen tber die Rangordnungsverhéltnisse nicht nachvoll-

zogen werden.

Individuelle, genetische Unterschiede konnen die Empfanglichkeit von Tieren
gegenuber MAP und damit den Krankheitsverlauf beeinflussen (Koets, Adugna et al.
2000, Mortensen, Nielsen et al. 2004, Korou, Liandris et al. 2010, Purdie, Plain et al.
2011). Interessanterweise stammte das Kn-Tier von anderen Elterntieren ab als die
PB- und MB-Tiere, wahrend die PB- und MB-Tiere zwar unterschiedliche Mutter- aber

teilweise gleiche Vatertiere hatten (Daten zur Abstammung der Tiere nicht dargestellt).

6.7 Offene Fragen und Verbesserungsoptionen

Fur die Weiterentwicklung des Tiermodells hin zu einem, das die Infektion auch in der
zeitichen Dimension authentisch wiedergibt, sollte die Infektionsdosis minimiert
werden. Auch bleibt zu klaren, welchen Einfluss der verwendete Inokulationsstamm
bzw. die untersuchte Ziegenrasse auf den Infektionsverlauf hat. Die Ubertragbarkeit
der erhobenen Daten auf die Verhaltnisse nach einer natirlichen Infektion muss in
Feldstudien tberpruft werden. Hier sollte der Infektionsstatus der Tiere anhand von
Gewebeproben auf histopathologischer Ebene oder mittels Erregernachweis zweifels-

frei bestimmt werden.

Die Erprobung der Testmethoden in Infektionsversuchen mit anderen Mykobakterien-
spezies kénnte dazu dienen, die wahre Spezifitdt der Tests zu bestimmen. In diesem
Zusammenhang konnte sich die Stimulation mit den in der vorliegenden Studie unter-
suchten MAP-spezifischen Antigenen als wertvoller zur Identifizierung von mit MAP
infizierten Tieren erweisen, als die Stimulation mit JPPD. Dabei sollte auch getestet
werden, ob eine hohere Konzentration, bzw. ein kombinierter Einsatz verschiedener
MAP-Antigene oder die Zugabe von IL-10-blockierenden Antikérpern die Sensitivitat
der Tests positiv beeinflussen. Bei diesen Versuchen sollte das MAP-spezifische
Antigen BLAg weiterhin bertcksichtigt werden. Zur Erhéhung der Sensitivitdt des

IL-10-Tests sollte noch einmal die dafiir optimale Stimulationszeit bestimmt werden.

Die methodische Varianz von ELISA-Systemen aus hauseigener Herstellung kann in
nachfolgenden Studien weiter reduziert werden: So sollte, um den Varianzanteil unter-
schiedlicher Plattenchargen zu umgehen, moéglichst eine Plattencharge zur Unter-
suchung aller Proben hergestellt werden. Weiterhin kénnten, wie von van der Veen,

Oliveira et al. (2009) vorgeschlagen, optimierte Protokolle den Umgang mit den Pro-
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ben und die Durchfihrung der ELISA vor allem dort erleichtern und standardisieren,

wo mehrere Personen an der Bearbeitung einer Probensammlung beteiligt sind.

Da uber die Immunantworten der in verschiedene Teilgruppen eingeordneten Tiere
aufgrund der geringen Fallzahlen keine statistisch signifikanten Aussagen gemacht
werden konnten, sollten die hier beschriebenen Tendenzen mit hdheren Tierzahlen
Uberprift werden. Um die Anzahl tUber einen langen Zeitraum zu haltender Tiere zu
begrenzen, ware es mdoglich, wenige Monate p.i. anhand der die Teilgruppen
charakterisierenden Parameter der zellularen Immunantwort eine Auswahl aus einer
grolReren Tierzahl zu treffen. So kdnnten die gewlnschten GruppengrofR3en gezielter
eingestellt werden. Besonders interessant ware, ob eine Gruppe von Kn-Tieren ein
homogenes immunologisches Muster aufweist, oder ob sich innerhalb dieser
Teilgruppe interindividuelle Unterschiede ergeben. Dies wirde einen Hinweis darauf
geben, ob eine Resistenz gegenuber der Paratuberkulose monokausal bedingt, oder

durch verschiedene Faktoren verursacht ist.

Weiterhin wére wichtig zu prufen, ob die in der vorliegenden Studie charakterisierten
Teilgruppen auch bei langerer Versuchslaufzeit ihr charakteristisches, histopatholo-
gisches Erscheinungsbild bewahren. Sollten sich bei den Kn- oder PB-Tieren zu ei-
nem spéteren Zeitpunkt schwerere, MAP-bedingte Lasionen zeigen, so misste gege-
benenfalls die These verworfen werden, dass diese Klassifizierungen langfristige Ent-

wicklungen der Infektion vorhersagen kdnnen.

Um die Ursache(n) fur die verschiedenen immunologischen Prozesse in der frihen
Phase der MAP-Infektion zu ergriinden, sollten bei nachfolgenden Studien weitere Da-
ten erhoben werden. Hier waren Erhebungen der Rangordnungsverhaltnisse bei den
untersuchten Tieren und eine detaillierte Einsicht in die Verwandtschaftsverhaltnisse

bzw. eine genetische Untersuchung der Versuchstiere hilfreich.

6.8 Bedeutung fur die Paratuberkuloseforschung

Die Ergebnisse dieser Studie kdnnen dazu beitragen, das Wissen auf verschiedenen
Ebenen der Paratuberkuloseforschung zu vertiefen. Das angewandte Infektionsmodell
hat sich bei Berlcksichtigung seiner Limitationen als geeignet erwiesen die Infektion
mit MAP und die Immunantwort auf MAP darzustellen. So kann es zum einen fur die
Testung und Evaluierung von Impfstoffen und diagnostischen Testsystemen genutzt

werden. Anhand dieses Modells kdnnen aber auch wertvolle Daten zur individuellen
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Immunantwort auf die Infektion bzw. zu Zusammenhangen zum Infektionsverlauf
generiert werden. Das verwendete Inokulationsprotokoll fuhrte bei allen Tieren zur
Infektion und kann auch zur Ermittlung einer minimalen, effektiven Infektionsdosis
verwendet werden. Die angewandten Messmethoden erwiesen sich als geeignet, die
zellulare Immunantwort der Tiere darzustellen. Die ELISA-Tests zum Nachweis von
IFN- J und IL-10 lieferten bei hauseigener, nicht automatisierter Anfertigung der
Testplatten hinreichend konstante Ergebnisse. Im Vergleich damit fielen allerdings die
Varianzen in der real-time-PCR deutlich geringer aus, weshalb sie zur Minimierung

technisch bedingter Streuungen der Werte vorzuziehen ist.

Es gelang MAP infizierte Ziegen anhand von Parametern der zellularen Immunantwort
zu identifizieren. Dieser indirekte Nachweis konnte zu einem friheren Zeitpunkt
erbracht werden als der Nachweis von MAP-spezifischen Antikbrpern. Die Reaktionen
auf JPPD zeigen das Potential der angewendeten Testmethoden, wenn auch offen
bleibt, ob dieses Antigen-Gemisch unter Feldbedingungen eine hinreichende Spezifitat
aufweist. Die Verwendung des MAP-Antigens MAP 3651c ergab vielversprechende
Ergebnisse. So ist denkbar, dass dieses, in hoherer Konzentration oder in
Kombination mit anderen Antigenen eingesetzt, PBMC genauso gut, aber moglicher-

weise spezifischer, stimuliert als JPPD es vermag.

Immunologische Prozesse unterliegen in der friihen Infektionsphase interindividuellen
Unterschieden. Obwohl die Tierzahlen in der vorliegenden Studie keine statistisch
signifikanten Aussagen zulassen, deuteten sich Zusammenhénge zwischen der
Auspragung der zellularen Immunantwort auf MAP und der Krankheitsentwicklung an.
Auch bei der Pathogenese der Paratuberkulose bei Ziegen kdnnte es damit, wie bei
der der Schafe, unterschiedliche Verlaufsformen geben. Die Grundlage ist gelegt, die
frihe Immunantwort auf MAP bei Ziegen gezielter zu untersuchen. Grol3ere
Stichprobenumfangen pro Teilgruppe koénnten die sich in Tendenzen andeutenden
Muster in der zellularen Immunantwort bestétigen oder spezifizieren. Dies wirde zum
einen das Verstandnis der Pathogenese verbessern. Zum anderen kénnte dazu
beigetragen werden, ein ex vivo erzeugbares, spezifisches Zytokin-Muster zu finden,
das wiederum als Biomarker fur die Infektion mit MAP verwendet werden kann.
Mdoglicherweise ist mit Hilfe dieses Musters dann bereits zu einem frihen Zeitpunkt
nach der Infektion eine Aussage dariber mdglich, mit welcher Wahrscheinlichkeit das
Tier Trager des Erregers ist und mit welcher Wahrscheinlichkeit es klinisch an

Paratuberkulose erkranken wird.
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7 Zusammenfassung

Paratuberkulose ist eine weltweit verbreitete, chronische Enteritis der Wiederk&uer, die
durch Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) hervorgerufen wird.
Besonderes Merkmal der Erkrankung ist die regelmafRig sehr lange Inkubationszeit,
wahrend derer weder Methoden der direkten noch der indirekten Infektionsdiagnostik
zuverlassig anwendbar sind. Fur eine effiziente Kontrolle der Tierseuche mangelt es
daher an adaquater Diagnostik fur die frihe Infektionsphase. Geeignete Impfstoffe
stehen nicht zur Verfigung. Ziel dieser Arbeit war es, die begonnene Entwicklung eines
detailliert definierten Infektionsmodells mit Ziegen fortzusetzen. Mit der Verfolgung von
funf aufeinander aufbauenden Arbeitshypothesen sollte Uber ein vertieftes Verstandnis
der (Immun)Pathogenese das diagnostische Potenzial von Methoden zum Nachweis

der zellularen Immunantwort Uberprift werden.

Achtundzwanzig Thuringer Waldziegen wurden im Alter von durchschnittlich 16 Tagen
mit MAP (Stamm JI1-1961) inokuliert. Uber 51 Wochen wurden vierwochentlich mono-
nukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) gewonnen und mit Johnin (JPPD),
Geflugeltuberkulin, den rekombinanten MAP-Proteinen MAP 1365, MAP 0268c,
MAP 3651c oder BLAg restimuliert. Die so induzierte Produktion von Interferon-J
(IFN-J und Interleukin(IL)-10 wurde mittels enzyme linked immunosorbent assay auf
Proteinebene und die von IL-10, IL-12p40, IL-18, Transforming Growth Factor Eund
Tumornekrosefaktor- D (TNF- D mittels Polymerase-Ketten-Reaktion auf Genexpres-
sionsebene quantifiziert. Die Expression des Differenzierungsmarkers (CD) CD25 auf
CD4* und CD8* Gedachtniszellen wurde durchflusszytometrisch quantifiziert. Zur
Einschatzung des Infektionsstatus wurden Daten zur Ausscheidung von MAP mit dem
Kot, dem serologischen Status sowie der Bakterienlast der Tiere zu vier definierten
Sektionszeitpunkten drei, sechs, neun und zwolf Monate post inoculationem (p.i.)

herangezogen. Sechzehn nicht-infizierte Tiere dienten als Kontrolle.

Die erste Hypothese, dass das angewandte Inokulationsschema geeignet ist, eine
Infektion mit MAP im Tiermodell sicherzustellen, wurde durch einen 100-prozentigen
Inokulationserfolg bestatigt. Trotz der Unterschiede zur natirlichen Infektion (vor allem
im zeitlichen Verlauf) bietet das Modell eine gute Grundlage fur die Bearbeitung

weiterfuhrender Fragestellungen.
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Die zweite Hypothese war, dass die angewandten ex vivo Methoden geeignet sind, die
zellulare Immunantwort auf MAP darzustellen und Kontroll- und Versuchstiere zu
unterscheiden. Nach umfanglicher Validierung der Methoden und dem Ausschluss
methodischer Fehler, konnten tatsachlich Unterschiede zwischen den Tiergruppen

bzw. verschiedenen Stimulationsanséatzen nachgewiesen werden.

Die dritte Hypothese besagte, dass die Kontroll- und Versuchstiere sich anhand ihrer
zellularen Immunantwort auf MAP friher differenzieren lassen als anhand der
humoralen Immunantwort bzw. der MAP-Ausscheidung. Bereits drei Wochen p.i.
zeigten sich Unterschiede zwischen infizierten und nicht-infizierten Tieren. Am
deutlichsten waren diese in der Freisetzung von IFN- Jdurch JPPD-stimulierte PBMC.
Die Differenzierung von Kontroll- und Versuchstieren anhand dieses Parameters gelang
ab der dritten Woche p.i. und damit acht Wochen friiher als anhand von MAP-
spezifischen Antikorpern. Der direkte Nachweis von MAP in Kotproben gelang ebenfalls
ab der dritten Woche p.i., der IFN- JTest zeigte dabei ab der elften Woche p.i. mehr
richtig-positive Ergebnisse. In der Genexpression von IL-12p40 und TNF- Dsowie in der
Expression von CD25 auf CD4* und CD8* Gedéachtniszellen waren ebenfalls Gruppen-
Unterschiede anhand JPPD-stimulierter PBMC erkennbar.

Die vierte Hypothese, dass die Spezifitat bzw. die Sensitivitat des IFN- JTests durch
Verwendung MAP-spezifischer Antigene bzw. IL-10-blockierender Antikdrper zu
steigern ist, wurde teilweise bestatigt. MAP 3651c induzierte von den getesteten
MAP-spezifischen rekombinanten Proteinen die starkste IFN- JAntwort, welche jedoch
deutlich hinter der auf JPPD zuriickblieb. Hier wird noch Optimierungspotential
vermutet. Die Zugabe IL-10-blockierender Antikorper wahrend der Restimulation hatte
indes zu einer Steigerung der IFN- JAntwort gefuhrt, welche die Sensitivitat des IFN- 3

Tests steigern kann.

Weiterhin  zeigten sich Unterschiede innerhalb der Gruppe der inokulierten
Versuchstiere. Dies stitzt die funfte Hypothese, dass immunpathologische Prozesse in
der frihen Phase der Infektion den Verlauf der Erkrankung bei Ziegen bestimmen. So
zeigten die Tiere, die die Infektion mit MAP vergleichsweise gut kontrollieren konnten
und wenig MAP ausschieden, zu einem frihen Zeitpunkt immunologische
Charakteristika, die ursachlich fir die effektive Kontrolle der Infektion sein kdnnten. Bei
JPPD-stimulierten PBMC dieser Tiere war die Produktion von IFN- J IL-10 und IL-12p40
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sowie die Expression von CD25 auf CD4* und CD8* Gedachtniszellen zu einem frihen

Zeitpunkt p.i. héher als bei den restlichen infizierten Tieren.

Das verwendete Infektionsmodell sowie die angewandten Methoden zur Quantifizierung
der zellularen Immunantwort auf MAP wiesen zwar Optimierungspotential auf, zeigten
sich jedoch grundsatzlich geeignet um verschiedene Fragestellungen der
Paratuberkuloseforschung zu adressieren. Damit liefert diese Arbeit sowohl eine
adaquate Grundlage als auch interessante Ansatzpunkte fiur weiterfihrende Unter-
suchungen. So kodnnte eine titrierte Infektionsdosis helfen die natirliche Infektion im
zeitlichen Verlauf besser abzubilden. Fir die Nachweismethoden der zellularen
Immunantwort bietet der Einsatz von héheren Konzentrationen bzw. von Kombinationen
verschiedener rekombinanter MAP-Proteine noch Chancen zur Optimierung. Weiterhin
sollten die hier aufgrund geringer Stichprobenumfénge nicht statistisch auswertbaren
Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen inokulierter Tiere mit gréReren
Tierzahlen Uberpruft werden. Wenn sich so das Vorkommen unterschiedlicher, den
Verlauf der Infektion bestimmender immunologischer Reaktionen auf MAP bestatigen
lieRe, ware die Erforschung der Ursachen bzw. Ausléser dieser ein weiterer wichtiger
Schritt zum Verstandnis und zur Kontrolle der Erkrankung. Letztlich sollte allerdings in
Feldstudien die Ubertragbarkeit der im Tiermodell gewonnenen Ergebnisse auf die

Verhaltnisse nach einer natirlichen Infektion Gberprift werden.
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8 Summary

Paratuberculosis is a chronic enteritis affecting ruminants worldwide caused by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Characteristic for this disease is
a very long latent period during which neither direct nor indirect diagnostic methods
provide reliable results. Thus, efficient control of paratuberculosis is still hampered by a
lack of adequate diagnostic methods applicable during the early phase of infection.
Furthermore, there are no appropriate vaccines available. One objective of this study
was to continue the development of an infection model previously defined in detail. Five
consecutive working hypotheses were built upon each other and pursued to deepen the
XQGHUVWDQGLQJ RI WKH GLVHDVBMOG WHRP KQ RHI/DW K B WHQ WK

potential of methods quantifying the cellular immune response.

Twenty-eight Thuringian goats were inoculated at an average age of 16 days with MAP
(strain JII-1961). Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated in a four-
week cycle over a period of 51 weeks and restimulated with Johnin purified protein
derivative (JPPD), avian purified protein derivative or recombinant MAP proteins
MAP 1365, MAP 0268c, MAP 3651c or BLAg. The production of cytokines induced in
vitro was quantified at protein level via enzyme linked immunosorbent assays for
interferon gamma (IFN-J and interleukin (IL)-10 and at gene expression level by
means of polymerase chain reactions for IL-10, IL-12p40, IL-18, transforming growth
factor beta and tumor necrosis factor alpha (TNF-D. The expression of cluster of
differentiation (CD) molecule CD25 on CD4* und CD8* memory cells was determined by
flow cytometric analysHV $GGLWLRQDO GDWD UHJDURIQO$SSWHHK) JREL
faeces, their serological status as well as their mycobacterial burden determined at
necropsy on four predefined points in time three, six, nine and twelve months post
inoculationem (p.i.) was used to assess the infection status. Sixteen non-inoculated

animals served as controls.

The first hypothesis claimed that the applied scheme of inoculation reliably ensures
infection with MAP in the animal model and was verified in this study by a hundred
percent success of inoculation. Despite differences to natural infection with respect to

the temporal course in particular, this model offers a good basis for further research.

The second hypothesis stated that the applied ex vivo methods were suitable to depict

the cellular immune response after MAP-infection as well as to differentiate between
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inoculated animals and controls. In fact, following extensive validation of methods and

exclusion of methodological errors differences between trial groups were determined.

The third hypothesis implied that inoculated and control animals could be differentiated
earlier by their cellular immune response to MAP than by their humoral immune
response or by detection of MAP excretion. Differences between animal groups
became evident as early as three weeks p.i. and were most prominent regarding the
secretion of IFN-Jby PBMC stimulated with JPPD. Inoculated and control animals
could be differentiated based on this parameter from the third week p.i. onwards and
thereby eight weeks earlier than by detection of MAP-specific antibodies. Direct
detection of MAP in faecal samples was also possible beginning from the third week
p.i. but the IFN - Jtest showed a higher rate of true positive results from week eleven
p.i. onwards. Differences between trial groups were also found regarding the gene
expression of IL-12p40 and TNF- Dor the expression of CD25 on CD4* and CD8*
memory cells of JPPD-stimulated PBMC.

The forth hypothesis stating that the specificity and sensitivity of the IFN- Jtest could be
enhanced by use of MAP-specific antigens or anti-IL-10 antibodies was partially
confirmed. Of the MAP-specific recombinant proteins tested, MAP 3651c induced the
strongest IFN- Jresponse, yet fell short compared to the response to JPPD. It can be
assumed that there still is some achievable potential for optimisation. Nevertheless,
presence of anti-IL-10 antibodies during re-stimulation enhanced the IFN- Jresponse

and can thus increase the sensitivity of the IFN- Jtest.

Furthermore, this study unveiled differences within the group of inoculated animals. This
supports the fifth hypothesis suggesting that immunopathological processes in the early
phase of infection determine the course of disease in goats. For instance, animals
controlling the infection with MAP comparatively well and excreting low numbers of MAP
with the faeces showed early immunological characteristics which could be causative for
an efficient control of infection. PBMC of these animals had at an early time point p.i. a
higher production of IFN- J IL-10 and IL-12p40 as well as a higher expression of CD25

on CD4* and CD8* memory cells compared to the other inoculated animals.

The applied infection model as well as the utilised methods quantifying the cellular
immune response to MAP demonstrated some pending optimisation potential but were
shown to be generally suited to address various research questions raised in the context

of paratuberculosis. Therefore, this study provides an adequate basis as well as
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interesting approaches for further investigations. For example, an optimized, i.e. lower
infectious dose may help reflecting the natural chronology of events during infection
more accurately. When it comes to optimising the methods for quantifying the cellular
immune response, application of higher concentrations or combinations of different
recombinant MAP-proteins posess considerable potential. Furthermore, future studies
should revise the differences within groups of inoculated animals which could not be
statistically evaluated in this study due to low sample sizes. If following investigations
validate the existence of different immunological reactions to MAP determining the
course of infection, the research into the causes or triggers will be a further important
step towards the understanding and control of the disease. Finally, the transferability of
results obtained within this infection model to infection with MAP under natural

conditions has to be verified in field studies.
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10 Anhang

10.1

Reagenzien und Lésungen

Tab. 54: Verwendete Geréte.

Ubersicht Uber verwendete Gerate, Software, Verbrauchsmaterialien,

Geréat / Modell

Firma

7500 Real-Time PCR-System
Analysenwaage, z.B. Sartorius Prazisions-
Laborwaage LA2200S
Durchflusszytometer BD FACSCanto™ I

Heraeus Multifuge 3 S-R

IKA® MS2 Minishaker zum Durchmischen
von Losungen

Kuhlstander PCR-Cooler (0,2ml)
Kuhlstander z.B. IsoPack und Iso Rack Set
far 1,5-2 ml Gefafe, -21 °C

Magnetriihrer z. B. RCTbasic IKAMAG®
safety control

Mehrkanalpipette Eppendorf Research pro
8-Kanal, variabel, (50-1200 pl, 20-300 pl)
Mikroplattenphotometer Spectra Fluor
pH-Meter, z.B. inoLab pH Level 2
Plattenwaschgerat

Skan Washer 300 Version B
Prazisionspipetten Eppendorf Research
(0,2-2,5 1;0,5-10 1,20-100 1)
Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000
Thermocycler T3
Vakuumabsaugvorrichtung,

z.B. aus der Vacusafe-Reihe

Zellzahler Beckman Coulter Z2 Cell and
Particle Counter

Zentrifuge Eppendorf 5415 R

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sartorius AG, Géttingen

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold
IKA®-Werke GmbH & CO.KG, Staufen

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

IKA®-Werke GmbH & CO.KG, Staufen

Eppendorf AG, Hamburg

TECAN Deutschland GmbH, Crailsheim
WTW GmbH, Weilheim

Skatron Instruments, Lier, Norwegen
Eppendorf AG, Hamburg

NanoDrop Technologies, Wilmington, USA
Biometra GmbH, Goettingen

Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Eppendorf AG, Hamburg

Tab. 55: Verwendete Software.

Software

Bezugsquelle

7500 Software v2.0.4
BD FACSDiva™ Software v6.1.3

IBM®SPSS®Statistics Version 19
LinRegPCR Version 11.1.
Microsoft Excel 2010

Microsoft Word 2010
STATGRAPHICS Centurion XVI.I

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg

IBM Deutschland GmbH, Ehningen

Academic Medical Centre, Amsterdam, NL
Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim
Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim
UMEX GmbH Dresden, Dresden




232

Anhang

Tab. 56: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Artikel Bezugsquelle Artikel-Nr.

0,2 ml Mikroreaktionsgefafie: PEQLAB Biotechnologie GmbH, 82-0620-A

z.B. PCR Tubes 0,2 ml (Flat Cap) Erlangen

1,5 ml Mikroreaktionsgefalle: Fa. Eppendorf AG, 0030123328

z.B. Eppendorf Safe-Lock Tubes™ Hamburg

20 G Bultterfly Kantilen: KABE LABORTECHNIK GmbH, 09599140

Sangocan® V 20 G gelb 120 lang Nurnbrecht-Elsenroth

20 G Kandilen: Becton-Dickinson GmbH, 90280

z.B. BD Microlance™ 3 Heidelberg

50 ml Réhrchen: Greiner Bio One GmbH, 227261

z.B. PP-Test tubes 50ml Frickenhausen

Abdeckfolien MicroAmp™, Optical Life Technologies GmbH, 4311971

Adhesive Film, PCR Compatible, Darmstadt

DNA/RNA/RNase Free

Einmalspritzen, steril, 24 ml Henry Schein VET GmbH, 9003305

Hamburg

Einwegspritzen, steril, 2ml: B. Braun Melsungen AG, 4606027 V

z.B. Injekt® Solo Melsungen

Klebefolien fur Microwell™ Platten, VWR International GmbH, 732-2610

Nunc™ Darmstadt

Membranadapter Sangocan®IN KABE LABORTECHNIK GmbH, 09599509

Nirnbrecht-Elsenroth

Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen, Greiner Bio One GmbH, 651160

V-Boden Frickenhausen

Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen, Greiner Bio One GmbH, 655101

Flachboden Frickenhausen

Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen und Greiner Bio One GmbH, 662160

Abdeckplatte, Flachboden Frickenhausen

Zellkulturplatte MaxiSorp™ mit 96 VWR International GmbH, 735-0199

Vertiefungen Darmstadt

Zellkulturplatte Nunclon™ mit 96 Fisher Scientific GmbH, 10344311

Vertiefungen und Deckel, Rundboden Schwerte

Pipettenspitzen mit Filter, steril: z.B. Starlab GmbH, S1121-3810

TipOne® o) o) —Ou Hamburg S1120-1840
S1120-8810
S1126-7810

Pipettenspitzen, unsteril: z.B. epT.I.LP.S Eppendorf AG, 0030000870

(20-200 pl, 20-300 pl, 50-1250 pl) Hamburg 0030000897
0030000935

Reaktionsplatte mit 96 Vertiefungen fur Life Technologies GmbH, N8010560

real-time PCR-Reaktionen: MicroAmp®
Optical 96- Well Reaction Plate

Darmstadt
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Tab. 57: Verwendete Reagenzien und Lésungen.
Reagenzien und Lésungen Bezugsquelle Artikel-Nr.
EMercaptoethanol SERVA Electrophoresis GmbH, 28625

Heidelberg

Bovines Serumalbumin, Fraktion V Sigma Aldrich Chemie GmbH, A9418
Steinheim

Concanavalin A, Typ VI, lyophilisiert; Sigma Aldrich Chemie GmbH, C2010-1G

CAS: 11028-71-0 Steinheim

DEPC-behandeltes Wasser hauseigene Herstellung

Flissigmedium RPMI-1640 PAA Laboratories GmbH, E15-885

mit L-Glutamin und Phenolrot, steril Colbe

Fotales Kalberserum, steril Life Technologies GmbH, 10270-106
Darmstadt

H.S0O,4, 98 %; CAS: 7664-93-9 Merck KGaA, 112080
Darmstadt

Heparin, zellkulturgetestet Sigma Aldrich Chemie GmbH, H-3149
Steinheim

Hepes-Puffer, steril Biochrom AG, L 1613
Berlin

Lipopolysaccharid (LPS) Sigma Aldrich Chemie GmbH, L2654-

von E.coli 026:B6, zellkulturgetestet Steinheim 1MG

Lymphozytenseparationsmedium: PAA Laboratories GmbH, J15-004

LSM 1077 Lymphocyte Separation Medium Cdlbe

Penicillin / Streptomycin-Ldsung, steril Biochrom AG, A 2212
Berlin

Primer, nach Sequenz hergestellt Jena Bioscience GmbH,
Jena

Random Hexamere Jena Bioscience GmbH, PM-301L
Jena

Rekombinantes bovines IFN- J Bio-Rad AbD Serotec GmbH, PBP0OO1
Puchheim

Rekombinantes bovines IL-10 Moredun Research Institute, Sean
Wattegedera, Penicuik, UK

RLT-Puffer aus dem RNeasy® Mini Kit Qiagen GmbH, 74106
Hilden

RNasin® Plus RNase-Inhibitor Promega GmbH, N2615
Mannheim

Streptavidin-Horse-Radish- Bio-Rad AbD Serotec GmbH, 710005

Peroxidase-Konjugat Puchheim

TMB Chromogen Solution (for ELISA) Life Technologies GmbH, 00-2023

Darmstadt
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10.2 Ubersicht tiber verwendeten Inokulationsstamm, verwendete Antigene,

Antikorper, Kits und Mastermixe

Tab. 58: Verwendete/r Antigene und Inokulationsstamm.

Antigene / Inokulationsstamm Bezugsquelle Artikel-Nr.
BLAg Tim Bull, St. George's Hospital,
London, UK
Geflugeltuberkulin PPD Wirtschaftsgenossenschaft deutscher 25500
Tierarzte, Garbsen
Johnin Purified Protein Derivative, ID-DLO Lelystad, Niederlande 7231436
0,5% Phenol (w/v), fur die intradermale
Injektion, (1,5mg/ml)
MAP 1365, MAP 0268c, MAP 3651c ! Karen Stevenson, Valerie Hughes;
Moredun Research Institute
Edinbourgh, UK
MAP-Stamm JII-1961 Isoliert am FLI Jena aus dem lleozékal- Probennr.
Lymphknoten eines Rindes 03A 1961

(Y Fur die Verwendung dieser rekombinanten MAP-Proteine zur Restimulation von Zellen des
peripheren Blutes oder der Haut mit dem Zweck der Entwicklung einer zellvermittelten
Immunantwort ist ein Patent angemeldet (WO 2009/144478 A9).

Tab. 59: Verwendete Antikorper.

Antikorper Bezugsquelle Artikel-Nr.
Maus- Dbovin-IFN- J Bio-Rad AbD Serotec GmbH, MCA2112,
fur den IEN- JELISA Puchheim Klon CC330
Maus- Dbovin-IFN- 3Biotin Bio-Rad AbD Serotec GmbH, MCA1783B,
fur den IFN- JELISA Puchheim Klon CC302
Maus- Dbovin-IL-10 Bio-Rad AbD Serotec GmbH, MCA2110,
fur den IL-10-ELISA Puchheim Klon CC318
Maus- Dbovin-IL-10-Biotin Bio-Rad AbD Serotec GmbH, MCA2111B,
fir den IL-10-ELISA Puchheim Klon CC320
Maus- Dbovin-1L-10 / Bio-Rad AbD Serotec GmbH, MCA2111EL,
IL-10-Block fur die Stimulation Puchheim Klon CC320
Maus-1gG1-negativ-Kontroll-Antikérper /  Bio-Rad AbD Serotec GmbH, MCA1209EL
Kontrollantikorper fir die Stimulation Puchheim

Tab. 60: Verwendete Kits und Mastermixe.

Kits und Mastermixe Bezugsquelle Artikel-Nr.

ID Screen® Paratuberculosis Indirect  ID Vet, Grabels, Frankreich PARAS-4P
Omniscript® Reverse Transcriptase Kit Qiagen GmbH, Hilden 205113
RNase-Free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden 79254
RNeasy® Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden 74106
SYBR® Green PCR Master Mix Life Technologies GmbH, Darmstadt 4309155
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10.3  Ubersicht tiber verwendete Puffer und Medien

10.3.1 Puffer und Medien fur die Vorbereitung des Inokulums, fur die
PBMC-Isolation und die Zellkultur

Die zur Herstellung der Puffer verwendeten Chemikalien waren von analytischem
Reinheitsgrad oder mindestens rein. Sie wurden von Merck KGaA (Darmstadt) oder
neo Lab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH (Heidelberg) bezogen. Die Bezugs-
guellen der Inhaltstoffe des Zellkulturmediums und des bovinen Serumalbumins finden
sich in Tab. 57.

Phosphatgepufferte Salzlosung, abgekiirzt: PBS (pH 7.4)

8,09 NacCl

3,639 Na:HPO4 x 12H20
0,24 ¢ KH2PO4

0,209 KCI

- ad 1000 ml destillertes Wasser, lat. aqua destillata (Aqua dest.)
- Sterilfiltration durch Membranfilter (Porengré3e 0,2 pum)
- Aufbewahrung bei Raumtemperatur

Hanks® Puffer ohne Phenolrot, frei von Ca?* und Mg?* (pH 7,2-7.,4)

0,40 g KCI

0,06 g KH2PO4

8,00¢g NacCl

0,359 NaHCOs3

0,121 g Na2HPO4*12 H20
1,00 g D-Glucose

- ad 1000 ml Aqua dest.
- Sterilfiltration durch Membranfilter (Porengré3e 0,2 um)
- Aufbewahrung bei 5°C £ 3°C

Zellkulturmedium

Flissigmedium RPMI 1640 mit stabilem Glutamin und Phenolrot, mit 10% Fdtalem
Kalberserum, 1% Penicillin-Streptomycin-Lésung (Endkonzentration: Penicillin
100 U/ml, Streptomycin 100 ng/ml) und 10 mM Hepes-Puffer

- Aufbewahrung bei 5°C £3°C
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10.3.2 Puffer fir den IFN- J bzw. den IL-10-ELISA

Phosphatgepufferte Salzldsung (pH 7.,4)

Siehe oben. Sterilfiltration nicht nétig.

Beschichtungspuffer (pH 9,5 +9.8)

2,159 Naz2COsz x 10H20
1,459 NaHCOs3

- ad 500 ml Aqua dest.
- instabil, keine Aufbewahrung méglich

ELISA-Waschpuffer (pH 7.,4)
0,5 ml Tween 20

- ad 1000 ml PBS
- Aufbewahrung bei 4°C, vor Gebrauch auf Raumtemperatur erwarmen

Blockungspuffer (pH 7.4)

50¢9 bovines Serumalbumin

- ad 1000 ml PBS
- Aufbewahrung bei +20 °C, vor Gebrauch auf Raumtemperatur anwarmen

Reagenzienverdiinnungspuffer (pH 7.4)

50¢9 bovines Serumalbumin
0,5 ml Tween 20

- ad 1000 ml PBS
- Aufbewahrung bei -20 °C, vor Gebrauch auf Raumtemperatur erwarmen
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10.4 Beprobungsplan

Tab. 61: Beprobungsplan. Dargestellt sind die an den jeweiligen Daten untersuchten
Kontroll- und Versuchstiere XQG LKUH =XJHK|ULJNHLW ]X G HkenrzEidhiveX FKV JU X
dabei jeweils die letzte Beprobung eines Tieres vor dem Ausscheiden aus dem Versuch.

BT Datum Versuchsgruppe Tiernummern Anmerkungen
1 26.04.11 K1 29, 30
K2 32
V1 1,2,3
V2 4,6,7
V3 5
03.05.11 K1 31
K2 33,34
V1 15, 16, 17, 18
V2 19,20 21 ()
10.05.11 K3 35, 36
K4 38, 39, 40
V2 10
V3 8,9
V4 11, 12, 13, 14
17.05.11 K3 37
K4 41, 42, 43, 44
V3 22, 23,25
V4 26, 27, 28
2 24.05.11 K1 29, 30
K2 32
V1 1,2,3
V2 4,6,7
V3 5
31.05.11 K1 31
K2 33,34
V1 15, 16, 17, 18
V2 19, 21
07.06.11 K3 35, 36
K4 38, 39, 40
V2 10
V3 8,9
V4 11, 12, 13, 14
14.06.11 K3 37
K4 41, 42, 43, 44
V3 22, 23,25
V4 26, 27, 28

(1) Zwei Tiere haben vorzeitig den Versuch verlassen. Das Tier 24 ist bereits am 03.04.11, vor
Beginn der Blutentnahmen, verendet. Das Tier 20 wurde am 11.05.11 aus Tierschutzgriinden
euthanasiert und der Sektion zugefuhrt. In keinem der beiden Falle konnte MAP ursachlich fur
die schlechte Verfassung der Tiere zugeordnet werden.
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Fortsetzung Tab. 61:

BT Datum Versuchsgruppe Tiernummern Anmerkungen
3 21.06.11 K1 29, 30
K2 32
V1 1e 23
V2 4,6,7
V3 5
28.06.11 K1 31
K2 33,34
V1 15¢ 16+ 17 18 2
V2 19,21
05.07.11 K3 35, 36
K4 38, 39, 40
V2 10
V3 8,9
V4 11,12, 13, 14
12.07.11 K3 37
K4 41, 42, 43, 44
V3 22,23, 25
V4 26, 27, 28
4 19.07.11 K1 2930
K2 32
V2 4,6,7
V3 5
26.07.11 K1 3l
K2 33,34
V2 19, 21
02.08.11 K3 35, 36
K4 38, 39, 40
V2 10
V3 8,9
V4 11, 12,13, 14
09.08.11 K3 37
K4 41, 42, 43, 44
V3 22, 23,25
V4 26, 27, 28

(2) Die Blutentnahme von Tier 17 wurde wegen des Sektionstermins am 27.06.11 um einen
Tag vorgezogen.
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Fortsetzung Tab. 61:

BT Datum Versuchsgruppe Tiernummern Anmerkungen
5 23.08.11 K2 32, 33,34 3
V2 4,6,7,19,21
V3 5
30.08.11 K3 35, 36
K4 38, 39, 40
V2 10
V3 8,9
V4 11,12, 13, 14
06.09.11 K3 37
K4 41, 42, 43, 44
V3 22, 23,25
V4 26, 27, 28
6 20.09.11 K2 32,33, 34 4
V2 4o 6979109 19e 21
27.09.11 K3 35, 36
K4 38, 39, 40
V3 58,9
V4 11, 12,13, 14
04.10.11 K3 37
K4 41, 42, 43, 44
V3 22, 23,25
V4 26, 27, 28
7 11.10.11 K2 329,339, 34
25.10.11 K3 35, 36
K4 38, 39, 40
V3 58,9
V4 11, 12,13, 14
01.11.11 K3 37
K4 41, 42,43, 44
V3 22, 23,25
V4 26, 27, 28
8 22.11.11 K3 35, 36
K4 38, 39, 40
V3 5e¢ 8¢9
V4 11, 12,13, 14
29.11.11 K3 37
K4 41, 42, 43, 44
V3 22 23 25«
V4 26, 27, 28

(3) Ab diesem Zeitpunkt wurden die noch im Versuch verbliebenen Tiere aus den ersten
beiden Wochen des BT in einer Woche zusammengefasst.

(4) Die Versuchstiere mit den Nummern 5 und 10 wurden im Beprobungsplan und innerhalb
der Versuchsgruppen gegeneinander vertauscht. Dies war nétig, da das Tier 10 zu einer
Gefahr fur das mit ihm umgehende Personal wurde und somit friher der Sektion zugefihrt
werden musste. In dieser Schrift finden nur die von da an giltigen Zuordnungen Erwahnung.
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Fortsetzung Tab. 61:

BT Datum Versuchsgruppe Tiernummern Anmerkungen
9 20.12.11 K3 359 36 37 5)
38, 39, 40, 41, 42, 43,
K4 44
11, 12, 13, 14, 26, 27,
V4 o8
10 17.01.12 K4 38, 39, 40
V4 11 12,13,14 (6)
24.01.12 K4 41, 42, 43, 44
V4 26, 27, 28
11 14.02.12 K4 38, 39, 40
V4 12,13, 14
21.02.12 K4 41, 42, 43, 44
V4 26, 27, 28
12 13.03.12 K4 38, 39, 40
V4 12,13, 14
20.03.12 K4 41, 42, 43, 44
V4 26, 27, 28
13 10.04.12 K4 383940
V4 12+ 139, 144 26 @)
17.04.12 K4 41 e 42 43 44«
V4 27+, 28 ¢

(5) Zu diesem Zeitpunkt wurden von allen im Versuch verbliebenen Tieren Blutproben
genommen.

(6) Tier 11 wurde friihzeitig der Sektion zugefiihrt, da das Tier zu einer Gefahr flr das mit ihm
umgehende Personal wurde.

(7) Die Blutentnahme von Tier 26 wurde wegen des Sektionstermins am 16.04.12 um eine
Woche vorgezogen.
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10.5 Den Ergebnisteil erganzende Tabellen

10.5.1 IL-10-Test

Tab. 62: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fir den Nachweis von IL-10 zwischen
verschiedenen Stimulationsansatzen. Stimuliert wurde mit APPD (125 I.E./ml), JPPD
(4 pg/ml), MAP 1365 (5 pg/ml), und MAP 0268c (5 ug/ml). Dargestellt ist die exakte
Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

APPD APPD APPD  MAP 1365 MAP 0268c MAP 0268c
VS VS 'S VS VS VS
BT JPPD  MAP 1365 MAP0268c  JPPD JPPD  MAP 1365
2 ,016
g 4 469
= 6 469
E 8 313 297 ,031 ,047 ,031 ,078
S 10 125 125 625 ,047 578 ,109
12 297 219 /438 297 ,094 1,000
2 ,047
(O]
5 4 ,016
2 6 156
S 8 1,000 219 938 219 813 234
g 10 750 ,500 ,500 ,031 156 ,109
12 219 313 ,063 156 ,063 ,031

*UDX KLQWHUOHJIJW VLQG :HUWH LQQHUKDOE GHV IHV&SRAHOMN WH
nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios des erstgenannten Stimulationsansatzes

signifikant hoher als die des zweitgenannten Stimulationsansatzes. Unterstrichen sind Félle, in

denen das Gegenteil der Fall ist.
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10.5.2

Tab. 63: p-Werte beim Vergleich der

Genexpressionsanalyse

Anhang

Zytokinen zwischen der Mediumkontrolle und den Stimulationsansatzen.
die exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

'CT-Werte fur den Nachweis von verschiedenen

Dargestellt ist

S 2

§ L:U Kontrolltiere Versuchstiere

% % BT IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D
3,03 375 375 ,078 | 047 438 1,813 ,375 ,781  ,469
E 5  ,081 ,375 ,047 219 938 ,016 ,047 ,078 ,031 ,016
2 7 938 375 ,375 141 281 ,328 ,297 ,656 ,297 578
g; 9 938 578 ,813 375 @ ,031 ,297 578 ,031 ,297 672
a 11 500 ,813 ,109 ,938 297 ,688 1,000 ,688 ,844  ,438

= — 13 063 ,563 ,313 ,219 1,000 ,688 ,313 ,625 ,438 1,000

I g 3 ,578 578 219 ,016 ,016 ,813 ,297 ,688 ,984 016
L 5 578 047 813 ,031 016 ,016 ,047 /578 ,016 ,016
5' 7 ,813  ,047 ,469 ,078 ,297 ,688 ,109 ,297 ,031 ,297
% 9 ,438 563 1,000 ,438 ,063 ,688 ,375 ,297 281 156
E 11 1,000 ,063 ,438 ,063 ,094 438 ,844 156 ,688 1,000
% 13 ,156 ,063 ,313 ,063 ,156 ,813 ,625 ,813 ,625 ,313
3,469 109 375 031 219 ,813 ,016 ,578 ,031 ,031
E 5,031 ,016 ,016 ,047 ,078 ,813 ,016 ,688 ,313 =@ ,016
2 7 1,000 ,016 ,813 ,297 297 ,938 ,016 ,156 ,375 = ,047
‘;'r’ 9 1,000 ,063 ,313 ,438 ,219 ,813 ,016 ,578 ,781 = ,016
8_- 11 ,031 ,016 ,016 ,469 = ,031 ,563 ,031 ,438 ,844 ,063

- 13 438 313 313 219 563 ,313 ,063 ,625 1,000 ,063

N E 3 ,688 ,016 ,375 ,016 ,813 ,109 ,016 ,688 ,109 = ,016
4 5 031 016 328 ,078 219 ,375 ,031 ,156 ,219 @ ,016
o 7 219 ,016 /578 ,469 297 219 ,016 ,469 ,078 ,156
3 9 ,156 ,031 ,219 ,750 ,156 ,438 ,031 ,313 ,438 @ ,031
E 11 ,016 ,016 ,016 ,125 219 ,094 031 ,063 ,438 ,063
% 13 ,031 ,031 ,844 563 ,688 ,188 ,063 ,438 ,438 ,063

IL-12 = IL-12p40.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die 'CT-Werte der stimulierten PBMC signifikant hoher als
die der Mediumkontrollen. Unterstrichen sind Félle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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Tab. 64: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte fir den Nachweis von verschiedenen
Zytokinen zwischen den mit JPPD (4 pg/ml) bzw. mit APPD (125 ILE.  /ml) stimulierten
PBMC. Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Wilcoxon-Test).

Kontrolltiere Versuchstiere
BT IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D
3 ,219 ,938 ,109 ,031 ,031 ,688 219 ,469 ,375 ,297

.§ 5  ,081 469 ,078 ,234 156 ,719 ,109 ,016 ,219 = ,016
(_:U: 7 ,938 ,688 ,109 ,813 @ ,016 ,219  ,813 ,297 ,266 ,688
'z% 9 ,063 ,313 ,094 313 ,844 ,078 ,969 578 ,375 ,688
< 11 ,094 1,000 ,156 ,063 ,750 ,563 ,563 ,313 ,563 ,219
13 ,844 094 563 ,438 | ,031 ,313 ,813 1,000 1,000 ,438
c 3 375 ,016 ,156 ,016 ,078 ,156  ,156 ,219 1,000 ,031
-% 5 ,469 ,109 ,469 219 ,406 ,219 1,016 ,078 ,094 = ,047
E 7 047 ,109 ,813 578 ,813 ,219 ,156 ,813 ,063 = ,016
&9 031 ,094 563 313 ,438 031 ,438 ,563 ,219 @ ,031
ﬁ 11 ,109 ,219 578 ,469 141 ,156 1,000 1,000 ,063 ,438
N 13 031 ,563 ,094 ,063 313 125  ,438 813 ,625 313
IL-12 = I1L-12p40.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die 'CT-Werte der mit JPPD stimulierten PBMC signifikant
hoher als die der mit APPD stimulierten PBMC. Unterstrichen sind Falle, in denen das
Gegenteil der Fall ist.
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Tab. 65: p-Werte beim Vergleich der Ratios fiir verschiedene Zytokine zwischen den
Kontroll- und den Versuchstieren.  Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-
Whitney-U-Test).

E 1 h Inkubationszeit 24 h Inkubationszeit
n BT IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D IL-10 IL-12 IL-18 TGF-E TNF-D
~ 3 ,620 ,805 ,535 ,620 ,902 , 735,019 219 ,175 ,029
% 5 1,000 1,000 ,620 ,318 ,165 ,318  ,017  ,073 ,535 ,001
:r-‘ 7 ,805 ,902 ,456 ,620 ,318 ,902  ,007 ,535 1,000 ,259
E 9 535 ,456 ,128 ,805 ,128 945 138 ,836 ,534 ,005
& 11 534 ,836 ,101 ,534 ,628 ,073 ,534 051 ,628 ,628
— 13 ,429 ,931 ,329 ,931 1,000 ,329  ,017 1,000 ,429 ,009
E 3 ,805 ,535 ,710 ,383 ,383 274 176,833 ,929 ,019
W 5 | ,038 ,318 ,710 ,209 ,026 ,902 710 ,097 ,710 ,001
E; 7 1,000 ,209 1,000 ,902 ,710 ,535 ,710 ,535 ,383 ,259
% 9 ,366 ,366 ,234 1,000 ,836 ,394 937 ,180 ,310 ,589
E 11,699 ,310 ,093 1,000 ,240 , 138,005 ,001 ,945 ,836
% 13 ,329 ,429 ,662 ,931 ,931 429 017 ,792 ,329 ,017
=~ 3 ,101 , 731 ,295 1,000 ,628 136,274 175 ,559 273
% 5 ,165 ,318 ,902 ,318 ,128 259 710 ,383 ,097 ,902
C:)" 7 535 ,318 ,620 ,456 ,209 ,097  ,097 ,805 1,000 ,805
2 9 366 ,234 ,051 ,445 1,000 394 065 ,699 ,937 ,699
f«:) 11 ,310 ,589 ,394 ,937 ,699 ,836 ,836 ,628 ,628 1,000
O 13 ,329 ,537 429 ,429 ,030 ,548 ,222 ,690 421 ,841
3 ,295 ,445 , 731 ,945 731 336 ,648 737 ,831 476
T_E\ 5 ,805 ,097 ,710 ,805 ,456 ,535 ,383 ,456 ,805 ,318
§ 7 1,383 ,053 ,805 ,902 ,902 ,366 ,138 ,836 ,945 ,836
< 9 ,366 ,589 ,818 ,310 ,818 ,628 ,181 ,138 ,589 ,234
g 11 ,485 ,310 ,394 ,937 ,818 ,945 181 ,234 ,445 , 731
13 1,000 1,000 ,792 ,662 , 7192 ,082 177 ,662 247 ,429

IL-12 = IL-12p40.

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die Ratios der Versuchstiere signifikant hoher als die der
Kontrolltiere. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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10.5.3 Quantifizierung der Aktivierungsmolekil-Expression

Tab. 66 A/B: p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte fur den Nachweis von CD25 bzw.
CD26 zwischen den Versuchsgruppen. A: Versuchstiere; B: Kontrolltiere. Dargestellt ist
die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).

A

p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte
zwischen den Versuchsgruppen

CD4*CD45RO* CD8*CD45RO*
Testgruppe 1 Testgruppe 2 BT CD25 CD26 CD25 CD26

V1 V2 3 1699 589 1037 1699

o Vil V3 3 818 937 818 937
g V2 V3 3 818 818 ,937 ,589
S 4 ,905 714 548 714
E 5 1,000 ,026 818 ,937
E 6 002 002 002 002
= V3 V4 7 792 ,931 247 247
8 257 257 171 610

V1 V2 3 699 818 1,000 ,699

~ Vil V3 3 1,000 1,000 ,699 485
% V2 V3 3 310 ,937 ;310 ,699
3 4 548 1,000 714 ,905
Y 5 1,000 ,699 ,589 ,699
o 6 818 ,937 ,699 ;394
= V3 V4 7 931 429 537 662
8 914 762 914 114

V1 V2 3 240 310 394 132

= Vil V3 3 310 132 240 240
%, V2 V3 3 ,004 026 ,015 041
iy 4 548 548 714 ,905
a) 5 818 ,485 ,041 818
< 6 1,000 ,002 ,937 ,002
3 V3 V4 7 931 126 1,000 571
8 762 257 610 114

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die MdFI-Werte der Testgruppe 2 signifikant hoher als die
der Testgruppe 1. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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Tab. 66: (Fortsetzung)

B
p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte
zwischen den Versuchsgruppen
CD4*CD45R0O* CD8*CD45R0O*
Testgruppe 1 Testgruppe 2 BT CD25 CD26 CD25 CD26
K1 K2 3 ,400 ,700 ,700 1,000
4 ,100 ,200 ,100 ,200
K1 K3 3 ,700 1,000 1,000 ,700
o 4 ,400 ,400 ,200 ,200
= K2 K3 3 1,000 1,000 ,700 ,700
é 4 ,800 1,000 ,800 ,800
g 5 1,000 ,700 1,000 ,400
S 6 ,100 ,100 ,100 ,100
s 7 ,700 ,700 ,400 ,700
K2 K4 7 1,000 ,629 ,229 ,057
K3 K4 7 ,229 ,629 ,229 ,400
8 1,000 ,517 ,183 ,517
K1 K2 3 1,000 ,100 ,700 ,100
4 ,700 ,400 ,200 ,700
K1 K3 3 1,000 ,200 ,200 ,400
= 4 ,800 ,400 ,200 ,200
£ K2 K3 3 ;700 400 400 ,100
3 4 ,200 ,800 ,200 ,800
E 5 ,700 ,700 ,100 ,100
Q 6 ,200 ,200 ,100 ,200
- 7 1,000 1,000 ,400 1,000
K2 K4 7 ,229 ,400 ,114 ,057
K3 K4 7 ,400 ,400 ,629 ,629
8 1,000 ,517 ,833 ,517
K1 K2 3 1,000 1,000 ,700 1,000
4 ,200 ,700 ,700 ,400
K1 K3 3 1,000 ,100 1,000 ,200
= 4 ,800 ,800 ,800 ,200
%, K2 K3 3 1,000 ,100 1,000 ,100
S 4 ,800 1,000 ,800 ,400
) 5 1,000 ;700 1,000 200
! 6 ,700 ,100 ,200 ,100
S 7 200 200 ,400 ,400
K2 K4 7 ,229 ,114 ,114 ,114
K3 K4 7 ,857 ,571 ,400 ,857
8 ,833 ,383 ,667 ,267

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p " 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die MdFI-Werte der Testgruppe 2 signifikant héher als die
der Testgruppe 1. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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Tab. 67: p-Werte beim Vergleich zwischen den MdFI-Werten fur den Nachweis von CD25
und den MdFI-Werten fiir den Nachweis von CD26.  Dargestellt ist die exakte Signifikanz
(zweiseitig; Wilcoxon-Test).

p-Werte beim Vergleich
zwischen MdFI Werten fir den Nachweis von CD25 und fiir CD26

CD4*CD45RO" CD8'CD45RO*

Medium- ConA JPPD Medium- ConA JPPD

BT kontrolle (15 g/ml) (4 ug/mi) kontrolle (15 pg/ml) (4 ug/mi)

3 ,043 ,004 ,004 027 ,004 ,004

4 ,148 ,008 ,016 ,109 ,008 ,016

5 ,063 ,031 ,063 844 ,031 ,031

e 6 219 ,031 313 688 ,031 563
= 131 ,002 ,006 004 ,002 ,064
5 8 ,010 ,002 ,002 625 ,002 ,020
S 10 ,016 ,016 ,016 047 ,016 156
11 250 250 250 ,500 250 ,500
12 250 250 250 250 250 ,500
13 125 125 125 625 125 125

3 ,005 ,000 ,000 ,005 ,000 ,000

4 ,039 ,004 ,004 ,020 ,004 ,008

5 077 ,000 ,000 ,064 ,000 ,001

S 6 157 ,000 ,005 ,016 ,000 ,005
B 7 966 ,001 024 966 001 007
> 8 492 ,002 ,004 049 ,002 ,002
g 10 1,000 ,031 ,094 ,094 ,031 ,063
11 1,000 250 ,500 250 250 ,500
12 ,500 250 250 250 250 250
13 125 125 625 1,000 125 125

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die MdFI-Werte fir den Nachweis von CD25 signifikant
hoher als die fur den Nachweis von CD26. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegentell
der Fall ist.
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10.5.4 Zusammenhange zwischen den untersuchten Parametern

Tab. 68 A/B: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios im IFN-  JTest (A) bzw. der MdFI-
Werte flr den Nachweis von CD25 bzw. CD26 (B) zwischen PBMC der Kurz- und der
Dauerausscheider. Dargestellt ist die exakte Signifikanz (zweiseitig; Mann-Whitney-U-Test).

A

Anzahl untersuchter Tiere (n) p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios
zwischen Kurz- und Dauerausscheidern
Kurz- Dauer- Medium- JPPD APPD ConA
BT ausscheider ausscheider kontrolle 4 pug/ml 125 1.LE./ml 20 pg/ml
1 7 13 877 473 ,862 211
2 8 13 ,005 ,043 ,030 ,037
3 8 13 ,916 ,697 ,697 ,804
4 6 10 ,313 ,689 ,875 ,875
5 6 10 , 7192 022 031 ,016
6 6 10 .042 .031 .001 .031
7 2 9 ,436 ,327 ,436 127
8 2 9 127 ,218 473 ,145
9 1 5 ,333 ,333 1,000 ,667
10 1 5 ,333 ,667 1,000 ,333
11 1 4 1,000 1,000 ,400 ,400
12 1 4 ,800 ,800 1,000 ,400
13 1 4 ,800 ,400 ,800 ,400
B
Anzahl untersuchter p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte zwischen
Tiere (n) Kurz- und Dauerausscheidern
Kurz- Dauer- CD4*CDA45* CD8"CD45"
BT ausscheider ausscheider CD25 CD26 CD25 CD26
3 7 8 ,955 ,281 1,000 ,536
o 4 4 4 ,343 ,486 ,686 ,486
e 5 5 5 ,690 ,310 1,000 ,841
é 6 5 5 ,095 ,095 ,151 222
g 7 1 8 ,889 ,667 ,667 ,889
g 8 1 8 ,889 ,889 444 444
= 10 1 4 1,000 ,400 ,400 ,800
12 1 2 ,667 1,000 1,000 1,000
3 7 8 ,867 1,000 ,397 1,000
~ 4 4 4 1,000 ,886 ,686 1,000
E 5 5 5 421 ,690 841 1,000
;2 6 5 5 222 421 ,310 ,310
5’ 7 1 8 444 ,667 444 ,667
o 8 1 8 ,889 ,667 ,889 222
~ 10 1 4 ,800 ,800 1,000 ,800
12 1 2 ,667 1,000 ,667 ,667

Grau hinterlegt sind Werte innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (p ” 0,05). Soweit
nicht anders gekennzeichnet, sind die S/P-Ratios der Kurzausscheider signifikant hoher als
die der Dauerausscheider. Unterstrichen sind Falle, in denen das Gegenteil der Fall ist.
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11 Abbildungsverzeichnis

11.1 Abbildungen

Abb. 1: Schematische Darstellung des Versuchablaufs. « « « « « « « « « « « « « « «
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Abb. 6: IFN- 3Freisetzung der Mediumkontrolle und von JPPD-stimulierten PBMC bei ver-
schiedenen Gruppen von Versuchstieren in Abhangigkeit vom BT. « « « « « « « « « «

Abb. 7: IFN- JFreisetzung der Mediumkontrolle in Abhéngigkeit vom BT. « «««  «««
Abb. 8: IFN- JFreisetzung von mit JPPD, APPD bzw. MAP 3651c stimulierten PBMC in
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Abb. 9: IFN- JFreisetzung von JPPD- bzw. MAP 3651c-stimulierten PBMC und der Medium-
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Abb. 12: IL-10-Freisetzung der durch JPPD, APPD, MAP 1365, bzw. MAP 0268c stimulierten
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Abb. 16: Expression von CD25 auf CD4* Ged&chtniszellen in der Mediumkontrolle bzw. nach
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Abb. 17: Expression von CD25 auf CD8* Ged&chtniszellen in der Mediumkontrolle bzw. nach
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Abb. 18: Expression von CD26 auf CD4* Ged&chtniszellen in der Mediumkontrolle bzw. nach
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Abb. 19: Expression von CD26 auf CD8* Gedachtniszellen in der Mediumkontrolle bzw. nach

Stimulation mit ConA in Abhéangigkeit vom BT. « «  « « & «€ € &€ «€ € € € € € € & & &«
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Abb. 20: Expression von CD25 auf CD4" bzw. CD8* Gedachtniszellen nach Stimulation mit
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Abb. 21: Expression von CD26 auf CD4* bzw. CD8" Gedéachtniszellen nach Stimulation mit
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Abb. 22: IFN- JFreisetzung der mit JPPD stimulierten PBMC in Abh&ngigkeit vom BT. «  « .143
Abb. 23: IFN- JFreisetzung der mit APPD bzw. ConA stimulierten PBMC in Abhangigkeit vom
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Abb. 24: Expression von CD25 bzw. CD26 auf unstimulierten CD4" Ged&chtniszellen in
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Abb. 25: Expression von CD25 bzw. CD26 auf unstimulierten CD8* Ged&achtniszellen in
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Abb. 26: Expression von CD25 bzw. CD26 auf mit JPPD stimulierten CD4* Gedéachtniszellen
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Abb. 27: Expression von CD25 bzw. CD26 auf mit JPPD stimulierten CD8* Gedachtniszellen
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Abb. 28: IFN- JFreisetzung der mit JPPD stimulierten PBMC in Abhéngigkeit vom BT. .. « « 50
Abb. 29: IL-10-Freisetzung der mit JPPD bzw. APPD stimulierten PBMC in Abhangigkeit vom
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Abb. 30: Genexpression von IL-18 in der Mediumkontrolle in Abhangigkeit vom BT. «  « « «
Abb. 31: Genexpression von IL-18 in fur 1 h bzw. 24 h mit JPPD stimulierten PBMC in
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Abb. 32: Genexpression von IL-10 und IL-12p40 in mit JPPD stimulierten PBMC in
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Abb. 33: Expression von CD25 auf mit JPPD stimulierten CD4" bzw. CD8* Gedéachtniszellen
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Abb. 34: Expression von CD26 auf mit JPPD stimulierten CD4" bzw. CD8* Gedéachtniszellen
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Abb. 35: Zeitstrahl der Befunde bei den Versuchstieren. « « ... « «  «««« « € € € «

Abb. 36: Gemeinsame Darstellung der zeitlichen Verlaufe der Freisetzung von IFN- J(S/P-
Ratio) und der Genexpression von IL-12p40 und TNF-D ('CT) von mit JPPD (4 pg/ml)

stimulierten PBMC (Versuchstiere). « « « « .. « & « « & € «€ & € € € € € € € € & & «
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11.2 Tabellen

Tab. 1: Einteilung der Tiere in Versuchsgruppen (VGr) sowie tierbezogene Daten. « « « «
Tab. 2: Ermittelte Koloniebildende Einheiten (KBE) pro mg BFM bzw. KBE pro verabreichter
INOKUlatioNSAOSIS.  « « & « « € <« K K K K € K KL K K K K K KKK K KKK K PREEES

Tab. 3: Stimulationsansatze, Inkubationszeiten und verwendete Konzentrationen. « € «
Tab. 4: Anzahl und Versuchsgruppen-Zugehdrigkeit der mittels Durchflusszytometrie unter-
Suchten Tiere. ACER SO CORCER GO COR GO GO CR GO COR GO (O CORCER O (O (4 ECOR SO COR GO COR CORCER COR COR (R COR (R (O COIE (¢

Tab. 5: Antikorper fir die Immundekoration. « « « « « « « « & « & « & € € € & K & K «

Tab. 6: Zusammensetzung der Mastermixe fur die reverse Transkription. « « « « « « « «

Tab. 7: Verwendete Primer mit Zielgen, Accessionnumbers, Sequenzen, Endkonzentrationen
der Primer im PCR-Ansatz und Referenzen. « « « « « « « € € € € € « € € € € € € « «

Tab. 8: Temperaturstadien wahrend der real-time PCR und Schmelzkurven-Analyse. «  «
Tab. 9: Erwartungswerte fur den Hohepunkt der Schmelzkurve. « « « « « « .. « « « « «

Tab. 10: Gegeniiberstellung von Beprobungsturnus, Wochen p.i. und dem Alter der Tiere. « ...65
Tab. 11: Bewertung der Korrelation anhand des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spear-
ManN., €KL LKL LKL LK KKK KK ECER O COR COR QR COR GO GO COR GO GO GO GO GO COR GO O G

Tab. 12: Kultureller MAP-Nachweis in Kotproben von Versuchstieren. «. « « « « « «  «

Tab. 13: Nachweis MAP-spezifischer Antikdrper im Serum von Versuchstieren. « « « « «

Tab. 14: Richtig-Positiv-Rate beim kulturellen MAP-Nachweis in Kotproben bzw. beim
Nachweis der MAP-spezifischen Antikorperreaktion in Abhéngigkeit vom BT. « « « « « «

Tab. 15 : Kultureller Nachweis von Mykobakterien in Proben aus dem Darmtrakt und aus
darm-assoziiertem Lymphgewebe bei Kontroll- und Versuchstieren. « « « « « .. « « « « «
Tab. 16 : Kultureller Nachweis von Mykobakterien in Proben von nicht darm-assoziierten
Lokalisationen bei Kontroll- und Versuchstieren. « « « « « « « « « « € € € € « « « « «

Tab. 17: Einflisse der Plattenchargen, Tagesansatze, Einzelplatten und technischen Replikate
einer Probe auf die Varianz der S/P-Ratios der internen Kontrolle im IFN- JELISA. « « « « «
Tab. 18: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jzwischen Tieren,
deren Rangordnung vor Probenahme beeinflusst bzw. Tieren, deren Rangordnung vor Probe-
nahme unbeeinflusst war. « « € € € K € . € € € € € € € € € K K K K€ KK KKK KK

Tab. 19: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios von Mediumkontrollen fir den Nachweis von
IFN- Jzwischen Versuchs- und Kontrolltieren. Testung zwischen Tieren eines BT und Testung
zwischen altersgleichen Tieren. « « « « « « « & « € « € € & € & K € € € € K K K K

Tab. 20: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jzwischen mit
ConA (20 pg/ml) stimulierten PBMC und der Mediumkontrolle. « « ... « « « « « « « « « «

Tab. 21: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IFN- Jnach ConA-

Stimulation (20 pg/ml) zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren. « « « « . « « « « «
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Tab. 22: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fir den Nachweis von IFN- Jzwischen den
Stimulationsansatzen und der Mediumkontrolle. « « « « « « « « « « « « s K KKK

Tab. 23: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios flir den Nachweis von IFN- Jzwischen den
Stimulationsansétzen mit JPPD, APPD bzw. MAP 3651c bei Versuchstieren. «. « « « « «

Tab. 24: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fir den Nachweis von IFN- Jzwischen den
Versuchs- und den Kontrolltieren. Testung zwischen Tieren eines BT und Testung zwischen
altersgleichen Tieren. « « « « « « « « « € € € € € € K« b KKK

Tab. 25: p-Werte beim Vergleich der Sl-Werte fiir den Nachweis von IFN-Jzwischen den
Versuchs- und den Kontrolltieren. Testung zwischen Tieren eines BT und Testung zwischen
altersgleichen Tieren. « « « « « « € € € € € & € € R R EEEEEES

Tab. 26A/B: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fir den Nachweis von IFN- Jzwischen
verschiedenen Stimulationsansatzen mit JPPD. A: Kontrolltiere; B: Versuchstiere. «.. « «

Tab. 27: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios flr den Nachweis von IFN- Jzwischen den
Stimulationsanséatzen mit JPPD und der Mediumkontrolle. « « « « « , « € €« € € « € « «

Tab. 28: Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-Raten des IFN-JTests bei Auswertung auf
Grundlage von S/P-Ratios bzw. SI-Werten verschiedener Stimulationsansatze. « « « .. « «
Tab. 29: Einflusse der Tagesanséatze, Einzelplatten und technischen Replikate einer Probe auf
die Varianz der S/P-Ratios der internen Kontrolle im IL-10-ELISA. « « « . « « « « € € « «

Tab. 30: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios der Mediumkontrolle fir den Nachweis von
IL-10 zwischen verschiedenen BT. « « « « « « « « € € € € € € € € € € € € € € € € «

Tab. 31: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios flr den Nachweis von IL-10 nach LPS-
Stimulation (5 pg/ml) zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren. « « « « . « « « « «

Tab. 32: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fiir den Nachweis von IL-10 zwischen den
Stimulationsansatzen und der Mediumkontrolle. « « « « « « « « « « « « REEZZZX

Tab. 33: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fur den Nachweis von IL-10 von mit JPPD
bzw. mit APPD stimulierten PBMC zwischen verschiedenen BT. « « « « .. « € € € « « «

Tab. 34: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios bzw. der SI-Werte zwischen den Kontroll- und
den Versuchstieren. ECER GO GO CE GO COR O COR COR GO COR GO (O COR GO (O GO GO (O COR GO COR CS L KKK KKL

Tab. 35: Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-Raten des IL-10-Tests bei Auswertung auf
Grundlage von S/P-Ratios bzw. SI-Werten verschiedener Stimulationsansétze. « « « « «

Tab. 36: Einflusse der Tagesanséatze, Einzelplatten und technischen Replikate einer Probe auf
die Varianz der CT-Werte der internen Kontrolle in der real-time PCR. « « « « « « « « «

Tab. 37A/B: p-Werte beim Vergleich der CT-Werte fir den Nachweis von GAPDH zwischen
Mediumkontrollen und Stimulationsansatzen (A) und zwischen der Stimulation fur 1 h und der
flr 24 h (B). « &« « & &€« & €« K € LK QLK KL KK LK KL K LK KKK

Tab. 38: p-Werte beim Vergleich der CT-Werte fir den Nachweis von GAPDH zwischen den

Kontroll- und den Versuchstieren. « « « « « « « « « « « & & & « € « & & & € K € « <
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Tab. 39: p-Werte beim Vergleich der CT-Werte fir den Nachweis von GAPDH zwischen
verschiedenen BT. « « « « « « « &« € € € € € € € € € € € € € K€ KK KKK KKK

Tab. 40: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte fir den Nachweis von verschiedenen
Zytokinen zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren. « « « « . « « « « « «€ € « «

Tab. 41: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte der Mediumkontrolle fiir den Nachweis von
IL-10 zwischen verschiedenen Zeitpunkten. « « « « « « « « « « « « REEEZZZRS

Tab. 42: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte flir den Nachweis von verschiedenen
Zytokinen zwischen den fir 1 h inkubierten und den fur 24 h inkubierten PBMC. « « « «

Tab. 43: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte fir den Nachweis von verschiedenen Zytokinen
zwischen der Mediumkontrolle und den mit ConA bzw. LPS stimulierten PBMC. « « « « « «

Tab. 44: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte flr den Nachweis von verschiedenen
Zytokinen zwischen den Kontroll- und den Versuchstieren. « « « « «  « « « € € « « «

Tab. 45: Medianwerte der Ratios untersuchter Zytokine flr die Stimulationsansatze mit JPPD
und APPD, in Symbolen kodiert dargestellt. « « « « « € € € € € = « € € & K € & K &

Tab. 46: Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-Raten bei Auswertung auf Grundlage von 'CT-
Werten und Ratios fur den Nachweis von IL-12p40 bzw. TNF- D nach JPPD-Stimulation
(4 HG/MI). € € & QLR LR LR L &K

Tab. 47: p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte fur den Nachweis von CD25 bzw. CD26
zwischen den Mediumkontrollen der Kontroll- und der Versuchstiere. « « « « « « €« « «

Tab. 48: p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte flir den Nachweis von CD25 bzw. CD26
zwischen stimulierten Proben und den Mediumkontrollen. « « « « « « « « « « « « « «

Tab. 49: p-Werte beim Vergleich der MdFI- bzw. MdFlo-Werte fir den Nachweis von CD25 bzw.
CD26 zwischen den mit ConA stimulierten PBMC der Kontroll- und der Versuchstiere. « « « «

Tab. 50: p-Werte beim Vergleich der MdFI- bzw. MdFlo-Werte fir den Nachweis von CD25 bzw.
CD26 zwischen den mit JPPD stimulierten PBMC der Kontroll- und der Versuchstiere. « « « «

Tab. 51: Richtig-Negativ- und Richtig-Positiv-Raten bei Differenzierung auf Grundlage von
MdFI- bzw. MdFlo-Werten fir den Nachweis von CD25 bzw. CD26 auf CD4* und CD8*
Gedachtniszellen nach JPPD-Stimulation (4 pg/ml). « « « . « « & « « € € & € € K & «

Tab. 52: Einteilung der Versuchstiere in Teilgruppen, basierend auf inren Befunden hinsichtlich ihrer
Ausscheidung von, ihrer Immunantwort auf bzw. ihrer Besiedelung mit MAP. « « « « « « « «

Tab. 53: Spearmans Rho beim Vergleich verschiedener Parameter der zellularen Immunitat,
nach JPPD-Stimulation und innerhalb der Versuchstiere. « « « « « « « « « « €« «€ « «

Tab. 54: Verwendete GErate. « « « « « « « « « « € € € € € € € € € € € € € « « «

Tab. 55: Verwendete Software. « « « « « « « € € € € &€ &€ «€ &€ K€ K K K K « « K L« «

Tab. 56: Verwendete Verbrauchsmaterialien. « « « « « « « € € € € € € € € € « « «

Tab. 57: Verwendete Reagenzien und LOSUNGEN. « « « & € & € & € & € & € & € & € «

Tab. 58: Verwendete/r Antigene und Inokulationsstamm. « « « « « « « & « « € € K «
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Tab. 59: Verwendete AntiKOrper. « « « « « « « & « « & « € & « & & € € € € & K« «

Tab. 60: Verwendete Kits und Mastermixe. « « « € €« €« € € € € €« € € € €  « € € € «

Tab. 61: Beprobungsplan. « « « « « « « € « € € « € « «€ € «€ € € € € € € € « « -244
Tab. 62: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios fir den Nachweis von IL-10 zwischen
verschiedenen StimulationsSanS&tZen. « « « « € € € € € € K € € € € € € € € € € « «

Tab. 63: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte flir den Nachweis von verschiedenen
Zytokinen zwischen der Mediumkontrolle und den Stimulationsansatzen. « « « « « « «

Tab. 64: p-Werte beim Vergleich der 'CT-Werte fur den Nachweis von verschiedenen Zytokinen
zwischen den mit JPPD (4 pg/ml) bzw. mit APPD (125 I.E./ml) stimulierten PBMC. « « « « «

Tab. 65: p-Werte beim Vergleich der Ratios fiir verschiedene Zytokine zwischen den Kontroll-
und den VEersucChStieren. « « « « « « « « « « « «€ « « € € € € € € € € € € € € € € «

Tab. 66 A/B: p-Werte beim Vergleich der MdFI-Werte fir den Nachweis von CD25 bzw. CD26
zwischen den Versuchsgruppen. A: Versuchstiere; B: Kontrolltiere. « « « « « « « «

Tab. 67: p-Werte beim Vergleich zwischen den MdFI-Werten fiir den Nachweis von CD25 und
den MdFI-Werten fir den Nachweis von CD26. « « « « & « « &€ & & & « € & & & « & «

Tab. 68 A/B: p-Werte beim Vergleich der S/P-Ratios im IFN- JTest (A) bzw. der MdFI-Werte
fur den Nachweis von CD25 bzw. CD26 (B) zwischen PBMC der Kurz- und der Dauer-

aUSSChelder LUK KK KK
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