Aus dem Institut fur Tierpathologie
Lehrstuhl fur Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie
(Vorstand: Univ.-Prof. Dr. med. vet. Walter Hermanns)

und der Medizinischen Kleintierklinik
Lehrstuhl fur Innere Medizin der kleinen Haustiere und Heimtiere
(Vorstand: Univ.-Prof. Dr. med. vet. Dr. habil. Katrin Hartmann)
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Uber den Einfluss von mehrfach ungeséattigten Fettsauren auf kutane

Mastzellen und eosinophile Granulozyten bei Hunden mit atopischer Dermatitis

Arbeit angefertigt unter der Leitung von
Univ.-Prof. Dr. med. vet. Walter Hermanns
Univ.-Prof. Dr. med. vet. Ralf Muller

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwirde

der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

vorgelegt von

Daniela Denk

aus Miinchen

Miinchen 2009



Gedruckt mit Genehmigung der Tierarztlichen Fakultéat

der Ludwig-Maximilians-Universitat

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Braun
Berichterstatter:  Univ.-Prof. Dr. Hermanns

Korreferent: Univ.-Prof. Dr. Miller

Tag der Promotion: 6. Februar 2009



Inhaltsverzeichnis
INNAIESVErZEICNNIS ... e e Il
ADBKUIrZUNGSVEIZEICHNIS . Vi
I EINIEITUNG oo 1
I LiteraturlberSiCNt ... ... e 3
2.1, AIOPISCNE DEIMALITIS ... 3
2.1.1. Humane atopische DermatitiS............ccevrreerrruuiiiiee e e e e e e 3
2.1.1.1. Klinik der humanen atopischen Dermatitis .............ccccceevvvevvviiineeeenn. 3
2.1.1.2. Pathogenese der humane atopischen Dermatitis...............cccceeeeeenn. 4
2.1.1.3. Histopathologie der humanen atopischen Dermatitis ........................ 5
2.1.2. Canine atopische DermatitiS........cccceeeeeiiiieiiiiiiiie e e 6
2.1.2.1. Klinik der caninen atopischen Dermatitis..............cccooeeevviriiiiiiinnneeenn. 6
2.1.2.2. Pathogenese der caninen atopischen Dermatitis ...............cccceeeeeene. 8
2.1.2.3. Mastzellen und eosinophile Granulozyten.............cccoeeeeeeeeiiiiiinnnnnn.. 11
2.1.2.3.1. Morphologie und Physiologie der Mastzelle.................cccceeeee 11
2.1.2.3.2. Morphologie und Physiologie des eosinophilen Granulozyten ..14
2.1.2.4. Histopathologie der caninen atopischen Dermatitis............cccceeeenn.. 18
2.1.3. Therapie der caninen atopischen DermatitiS...........ccccccceeeiieeeeieeeeiinnnnnnn. 21
2.1.3.1.  GIUKOKOIIKOIAR.....cciieeeeieeeiiiiee et 21
2.1.3.2. ZYKIOSPOINE ... 22
2.1.3.3.  AntiNIStaMINIK@ .....cooe e 23
2.1.3.4. Allergenspezifische Immuntherapie...........ccccuuvuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine 23
2.1.3.5. FeUSAUIEIN ..ccue ettt e e e e e e e e e eeaans 24
2.1.3.5.1. NOMENKIATUN.....cceeeiiiiiiiee e e 24
2.1.3.5.2. Allgemeines zur klinischen Bedeutung und Wirkung................. 25
2.1.3.5.3. Essentielle Fettsauren und die epidermale Lipidbarriere .......... 26
2.1.3.5.4. Essentielle Fettsduren und Zellmembranen...............ccccccuvnnnnne 27
2.1.3.5.5. Fettsauren und das Immunsystem .............ccceeeeveieeieiieiiiiiineeeeenn, 27
2.1.3.5.6. EICOSANOIUE. .......uuuuruiuiriiiiriinirinnninnnnenineneenearrnneneeneeaeeranaanne 29
2.1.3.5.7. Fettsauren als Therapie ...........ccceeiiieeeeiiiieiiie e 31
2.1.4. Ziel der vorliegenden Arbeit..........cccooeeiiiiiiiiiiie e 32
I Material und MethOden ... 33
3.1. Einschlusskriterien fir die Hunde in die Studie ............coouvviiiniiiiiiiiiiiiiinnn. 33

3.2.  Anamnestische PatieNtENAAtEN .........ouinieeee e 33



3.2. 1. ARErsSVErEIlUNG .......ccooviiiiiiiii e 33
3.2.2. Geschlechtsverteilung..........ccccovviiiiiiiiiiiieeee 34
3.2.3. Gruppenverteilung und Fettsduregabe .............cooevviiiiiiiiiiieiicie e 34
3.3, StudienprotoKOll...........oooo i 34
3.4. Biopsieprobenentnahme ... 35

G R T 3 [ ] o S 35
3.6. Paraffineinbettung und Schnittherstellung..........c.coooovviiiiiiiiiii e, 35
3.7. Farbung der ParaffinSChNitte ............oooeiiiiii e 36
3.7.1. Hamalaun-EOoSIiN-FArDUNG........cccciiiiiiiieiiiiiiee e 36
3.7.2. GIemSa FArDUNG .....coi i 37
T TR I 1o =T = U o 11 ] o 37

3.8, IMMUNhISTOChEMIE ... 38
3.8.1. Allgemeines zur MethodiK............ccooiiiiiiiiiiiiee e 38
3.8.2. DUrChflNrUNG ......ovuiiii e e e 39

3.9. Bestimmung der Zellzahlen..............ooo i 43
3.10. Bestimmung des Variationskoeffizienten............ccccoooevviiiiiiiiieiii, 45
3.11. Statistische BereChNUNQGEeN ........cooo oo 45
AV = o =T o] 1171 = PRSP 46
4.1. Histopathologische Befunde............ccoooviiiiiiiiiiiiiieeeeeee 46
4.2. Bestimmungen der Zellzahlen und der Numbers of Profiles per Area......... 53
4.3. Auswertung des Variationskoeffizienten..........ccccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 53
4.4. Statistische BereChNUNQEN..........coooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 53
4.5. Korrelation der pathologischen und klinischen Befunde..........ccccccccceeeee. 55
RV B {3 U 171 o1 o 56
5.1. Interpretation der Studienergebnisse ...........cccccii 58
5.1.1. Uberlebensdauer von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten ........ 58
5.1.2. Einfluss des StudienzeitrauUmes...........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 61
5.1.3. Mehrfach ungesattigte Fettsduren und Zellmediatoren.......................... 61
5.1.4. Madglicher Einfluss anderer Zelllinien .............ccoovvviiiiiiiie e 63

VI ZUSAMMENTASSUNG c.eeeiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeees 66
VI SUMIMIATIY ittt e et e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e et e e eaan s 67
VIII LiteraturverZeiChnis .o 68
G N 1 1 0 = 1 o PSRRI 91

9.1. TabellenNVeIZEICHNIS. . ..o 91



9.2.  ADbDIldUNGSVEIZEICNNIS. ... 91
9.3. LoOsungen fur das Farben und die Immunhistochemische Behandlung der
ParaffinSCRNITE .......ceeiiiiiii e e e e e e e e e e e e eeennnes 92
9.3.1. Phosphatpuffer ... 92
9.3.2. Giemsa-GebraucChslOSUNG ...........coooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 92
0.3.3.  ESSIQSAUIE ... 92
9.3.4. EOSIN..cciiiiiiii 93
9.3.5. Hamatoxylin-Biebrich-Scharlach-Gebrauchslésung..............ccccevvvvvvnnnn.. 93
9.3.6. Saure EthanollOSUNQ............couuiiiiiiii e 93
9.3.7. Lithium-Karbonat-LOSUNG..........uuuiiiiiieeiiiiee e 94
SR T O | 1= 11 01U =] 94
0.3.9.  TBS-PUEI ettt 94
9.4. Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Medikamente.............ccc.......... 95
9.5.  Verbrauchsmaterialien ..........ccoooiiiiiiiiiii 96
9.6. Gerate in alphabetischer Reihenfolge ..........cccooviiiiiiiii e, 97
9.7. Ubersichten (ber die ZellzahlergebniSSe .............ccoveveeiivereciiee e, 98
9.7.1. Ergebnisse flr Mastzellen...........ccooo i 98
9.7.2. Ergebnisse fur eosinophile Granulozyten .............cccveiiiiiieiiiiviiinnnnnn. 100
9.8. Werte fur den Variationskoeffizient in %o.............uueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 102
9.9. Ubersicht tiber die klinischen und Pruritus SCOres...........c.ccooevvevueevveenenne. 105
9.10.  Ubersicht Uiber die statistischen Werte ..............ccccveveeeeieecieieeieeeenn 106
9.10.1. Berechnungen Mastzellen ..........ccccccoiiiiiiiiieeeee 106
9.10.2. Berechnungen eosinophile Granulozyten ..........ccccccccvviiiiiiiiiiiiennnne. 106
9.11. FragebOgen ... 107
9.11.1. Owner ConsSent AgreMENT .........ceeiiiiiiiiiiiie e 107
9.11.2.  EVAIUALION FOMM....uuiiiii i e e e e e 108
9.11.3. Client QUESHIONNAINE .........uuuiieiieiieeeeeeie e e e e e e e e eaae e e eees 109

D= T a1 €S- 1o U1 o 110



Abkurzungsverzeichnis

AA

ALA

AD
ANOVA
ATP
Aqua dest.
ASIT
BSL

C

CAD
CD

CF
COX
CcVv
DGLA

DHA
Dr.
ECF-A
ECP
EDN
EPA
EPO
FD

FS
GLA
GM-CSF

HBSG
HLA

VI

Arachidonséure (engl. Arachidonic Acid)
a-Linolsdure (engl. Alpha-Linolenic-Acid)

atopische Dermatitis

One-way Analysis of Variance

Adenosintriphosphat

Aqua destillata

Antigenspezifische Immuntherapie
Biebrich-Scharlach-L&ésung

Kohlenstoff

canine atopische Dermatitis

engl. Cluster of Differentiation

Chemotaxisfaktor

Zyklooxygenase

Variationskoeffizient (engl. Coefficient of Variation)
Dihomogammalinolensaure (engl. Dihomogamma-
Linolenic Acid)

Docosahexaensaure (engl. Docosahexanoic Acid)
Doktor

engl. Eosinophil Chemotactic Factor of Anaphylaxis
engl. Eosinophil Cationic Protein

engl. Eosinopil Derived Neurotoxin
Eicosapentaensaure (engl. Eicosapentanoic Acid)
Eosinophilen Peroxidase

Formaldehyd

Fettsauren

Gamma-Linolenséaure (engl. Gamma Linolenic Acid)
Granulozyten Makrophagen Kolonien-stimulierender
Faktor (engl. Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating
Factor)
Hamatoxylin-Biebrich-Scharlach-Gebrauchslésung

Haupthistokompatibilitatskomplex



HETE

ICAM

LA
LMU
LO

LOX
LT
Mac-1
MBP
MCC

MCT

MCTC

Mitarb.
mm
MRNA
NA
NF-kB

Hydroxyeikosatetraensaure (engl. Hydroxy-
eicosatetraenoic Acid)

Interzellulares Adhasionsmolekil (engl. Inter-Cellular
Adhesion Molecule)

Interferon

Immunglobulin A

Immunglobulin E

Immunglobulin G

Immunhistochemie

Lymphozyten funktions-assoziiertes Molekdil (engl.
Lymphocyte Function Associated Molecule)
Interleukin

Korpergewicht

Kommerzielle Produkt-Gruppe (3V Caps, DVM
Pharmaceuticals, Miami, Florida, USA)

Linolsaure (engl. Linoleic Acid)
Ludwigs-Maximilians-Universitat

Lein6lgruppe (Flaxseed oil capsules, Traco Labs,
Chamaign; lllinois, USA)

Lipooxigenase

Leukotrien

Makrophagenantigen 1 (engl. Macrophage Antigen-1)
engl. Major Basic Protein

Mastzellen, die Chymase enthalten (engl. Mast Cells
Containing Chymase)

Mastzellen, die Tryptase enthalten (engl. Mast Cells

Containing Tryptase)

Mastzellen, die Tryptase und Chymase enthalten (engl.

Mast Cells Containing Tryptase und Chymase)
Mitarbeiter

Millimeter

messenger RNA

Number of Profiles per Area

Nuklearer Faktor kB

VIl



NH
PAF

PB

PG
PGL
pH

PL
PPAR
PUFA

RNA
SCF
SD
TARC
TGF-a
TGF-b
Th
TNF
TRIS
VCAM

VLA
WEHG

VI

Natriumhydrogen

Plattchenaktivierender Faktor (engl. Platelet Activating
Factor)

Plazebogruppe (Paraffinél, Paraffin Oil, Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA)

Prostaglandin

Prostazyklin

lat. Pondus Hydrogenii oder Potentia Hydrogenii
Phospholipase

engl. Peroxisome Proliferator- Activated Receptor
Mehrfach ungesattigte Fettsauren (engl. Polyunsaturated
Fatty Acids)

Ribonukleinsaure (engl. Ribonucleic Acid)
Stammzellfaktor (engl. Stamm Cell Factor)
Standartabweichung

engl. Thymus Activation Regulated Chemokine (CCL 17)
engl. Transforming Growth Factor Alpha

engl. Transforming Growth Factor Beta

T-Helfer(zelle)

Tumornekrosefaktor

Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Vaskulares Zelladh&sionsmolekil (engl. Vascular Cell
Adhesion Molecule)

Integrin alphadbetal (engl. Very Late Antigen)

Weigerts-Eisen-Hamatoxylin-Gebrauchslésung



Einleitung 1

|  Einleitung

Die canine atopische Dermatitis (CAD) stellt eine in der Kleintierpraxis haufig
vorkommende Erkrankung dar (Scott und Paradis, 1990; Lund et al., 1999). Sie ist
definiert als eine multifaktorielle entziindliche und juckende allergische
Hauterkrankung, die auf einer genetischen Pradisposition beruht. Betroffene Hunde
entwickeln eine Hypersensibilitait gegen bestimmte Antigene und zeigen nach
Antigenkontakt charakteristische klinische Symptome, zu denen Juckreiz an
pradisponierten Hautstellen verbunden mit einer Entzindung und IgE-
Antikorperbildung gegen Umweltallergene gehdrt (Frank, 1994; Olivry et al., 2001a;
Olivry et al., 2001c). Auch die humane atopische Dermatitis (AD) stellt ein besonders
unter Kindern haufig auftretendes Krankheitsbild dar und ahnelt in ihrer klinischen
Symptomatik und ihren immunologischen Reaktionen der caninen atopischen
Dermatitis (Nuttall et al., 2002b; Leung et al., 2004; Olivry et al., 2006).

Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Allergen-spezifische Immuntherapie die einzige
spezifische Behandlung fiir die atopische Dermatitis (Willemse et al., 1984; Muller et
al., 2005b). Hierbei werden die Allergene mittels Intrakutantest oder
allergenspezifischen IgE-Messungen im Serum identifiziert und nach Herstellung
einer Hyposensibilisierungslésung subkutan injiziert (Willemse et al., 1984; Muller et
al., 2005a). Diese Therapieform ist sehr zeitintensiv, da sie in der Regel uber
mehrere Monate hinweg durchgefihrt werden muss, und fuhrt nicht bei allen
Patienten gleichermalRen zum Erfolg (Scott et al., 1993; Muller und Bettenay, 1996;
Miller et al., 2000). Daher wird oft auf symptomatische Therapien zurlickgegriffen, zu
denen die Gabe von Glukokortikoiden (Olivry et al., 2001a; Olivry und Mduller, 2003),
Antihistaminika (Marsella und Olivry, 2001; Olivry und Mduller, 2003), Zyklosporinen
(Olivry et al., 2002; Olivry und Mduller, 2003), Pentoxyfyllin und Misoprostol (Olivry et
al., 2003) oder die Supplementierung mit essentiellen Fettsauren (FS) gehort (Olivry
et al., 2001c; Mdualler et al., 2004). Da jedoch insbesondere bei der
Glukokortikoidbehandlung zahlreiche Nebenwirkungen auftreten kénnen, gewinnen
nebenwirkungsérmere Therapien mit Antihistaminika oder mehrfach ungesattigten
Fettsduren zunehmend an Bedeutung. Die orale Gabe von essentiellen Fettsauren
vermindert die Entziindungserscheinungen und den Atopie-assoziierten Juckreiz der
Haut (Scott et al., 1992; Logas und Kunkle, 1994). In der Humanmedizin wurden

essentielle Fettsduren neben der Behandlung der atopischen Dermatitis (Biagi et al.,
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1988; Fiocchi et al., 1994; Henz et al., 1999) auch bei allergischem Asthma (Stenius-
Aarniala et al., 1989; Okamoto et al., 2000), Arthritiden (Calder und Zurier, 2001),
Psoriasis (Mayser et al., 1998), Morbus Crohn und autoimmunbedingten Nephritiden
(Belluzzi et al., 1996) eingesetzt. Zahlreiche Studien aus der Tiermedizin
beschreiben die positiven Effekte einer Fettsaureverabreichung. Klinische
Besserungen konnten durch die alleinige Gabe von Omega-6-Fettsauren (y-
Linolensaure, GLA) (Scarff und Lloyd, 1992), durch Kombination von GLA mit
Omega-3-Fettsauren (Eicosapentaensaure und Docosahexaensaure, EPA und DHA)
(Bond und Lloyd, 1992; Scott et al., 1992), durch variable Dosen an Omega-3-
Fettsduren (Logas und Kunkle, 1994) oder Omega-3-Fettsauren enthaltende Diaten
(Glos und Muller, 2007) erreicht werden. Der Klinische Teil dieser Arbeit konnte im
Rahmen einer doppelt verblindeten, Plazebo-kontrollierten und randomisierten
Versuchsanordnung eine durch Fettsaure-Supplementierung hervorgerufene
signifikante Verbesserung klinischer Symptome bei 40% der Tiere zeigen. Bei 10-
20% der Hunde wurde eine vollstandige klinische Remission erreicht (Muller et al.,
2004).

All diese Studien evaluieren klinische Parameter, weniger ist jedoch (ber die
zellbezogenen Mechanismen der Fettsdurewirkung in Zusammenhang mit atopischer
Dermatitis bekannt. Die Stabilisierung der epidermalen Barrierefunktion und die
immunmodulatorischen Eigenschaften der mehrfach ungesattigten Fettsduren
werden in diesem Zusammenhang diskutiert (Olivry et al., 2001c).

Histopathologisch steht bei der caninen atopischen Dermatitis eine zellulare
Infiltration mit T-Lymphozyten, Mastzellen, Antigen-prasentierenden dendritischen
Zellen, weniger eosinophilen und neutrophilen Granulozyten sowie einer geringen
Anzahl an B-Lymphozyten im Vordergrund (Olivry et al., 1997; Olivry und Hill,
2001c).

Ziel dieser Studie war es, die histopathologischen Befunde in Hautbiopsieproben
atopischer Hunde vor und nach der Gabe von Omega-3 Fettsduren zu vergleichen

und die klinischen und histopathologischen Befunde zu korrelieren.
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I Literaturibersicht
2.1. Atopische Dermatitis

2.1.1. Humane atopische Dermatitis

Die atopische Dermatits des Menschen stellt ahnlich der caninen Atopie ein
schwerwiegendes Gesundheitsproblem dar. Sie ist definiert als erblich verankerte
chronische, entzindliche Erkrankung der Haut, die mit kutaner Hyperreaktivitat
gegen Umwelteinflisse, die bei nichtatopischen Individuen keine pathologischen
Veranderungen hervorrufen, einhergeht (Leung et al., 2003). Die Erkrankung
.=atopische Dermatitis® wurde erstmals 1808 von Willan beschrieben (llling und
Groneuer, 1991), der das klinische Erscheinungsbild ,prurigoartigen Zustand“ bzw.
.Ekzem® nannte. Die Diagnose ,atopische Dermatitis“ basiert auf einer Reihe
klinischer Befunde, die 1980 von Hanifin und Rajka zusammengestellt wurden und
bis heute weltweite Verwendung finden. Dazu gehéren unter anderem Juckreiz,
Ekzeme an Gesicht und Extremitdten bei Kindern und Jugendlichen, flexurale
Ekzeme bei Erwachsenen, und der chronische Charakter der auftretenden Dermatitis
(Hanifin und Rajka, 1980). Die ersten Symptome zeigen sich bei annahernd 90% der
Patienten im Kindesalter, also in einem Alter zwischen 6 Monaten und 5 Jahren
(Akdis et al., 2006). Die Pravalenz der atopischen Dermatitis liegt zwischen 10-20%
bei Kindern und 1-3% bei Erwachsenen und steigt besonders in Industrielandern seit
Jahrzehnten kontinuierlich an (Leung et al., 2004). Einige Studien kommen zu dem
Ergebnis, dass mehr als 10% der Kinder in Nordeuropa in ihrer Kindheit mindestens
einmal an AD erkranken (Leung und Bieber, 2003). Eine Erklarungsmdoglichkeit fur
das vermehrte Auftreten der AD, insbesondere in weit entwickelten Landern mit
hohen Hygienemalistaben, ist die sog. ,Hygiene-Hypothese’. Sie besagt, dass ein
verringerter Infektionsdruck wahrend der Kindheit das Risiko des Auftretens
allergischer Krankheiten erhoht (Yazdanbakhsh et al., 2002).

2.1.1.1. Klinik der humanen atopischen Dermatitis

Das Kklinische Bild der AD ist sehr vielgestaltig und wechselt typischerweise in
Abhangigkeit vom Lebensalter, dem Stadium und der Dauer der Erkrankung.

Besonders stark hangt die Hautsymptomatik von der Auspragung des Juckreizes ab.
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Meist beginnt die Erkrankung im S&auglingsalter mit Milchschorf am behaarten Kopf
und setzt sich nach dem dritten Lebensmonat haufig in Form von nassenden,
juckenden Ekzemen mit Papulovesikeln fort (Jung und Moll, 2003). In diesem Alter
besteht ein erhohtes Risiko fiur bakterielle Superinfektionen, insbesondere mit
Staphylococcus aureus. Im Schulkind- und Erwachsenenalter stehen Ekzemschibe
mit starkem Juckreiz, Papeln und Lichenifikation im Vordergrund. Vielfach ergeben
sich Erosionen, Exkoriationen und hamorrhagische Verkrustungen als Folge des
Kratzens. Die oft symmetrisch auftretenden, teils konfluierenden Ekzemherde kdnnen
sekundar hyperpigmentieren. |Ihre  Pradilektionsstellen sind die groR3en
Gelenkbeugen, aber auch Gesicht, Hals, oberer Brustbereich, Schultergtrtel und
Handrucken (Wuthrich und Schudel, 1983). Weniger stark ausgepragte Formen
treten eher lokalisiert, besonders an Finger- oder Handriicken auf (Braun-Falco et al.,
1997). Die AD verschwindet haufig in der Pubertét, sie kann jedoch auch persistieren
oder sich sogar erst im Emwachsenenalter entwickeln. Im Falle einer
Spatmanifestation zeigen sich oft Ekzeme an Nacken, Kopf und Handen.

Atopische Dermatitis tritt héaufig in Kombination mit anderen atopischen
Erkrankungen wie Rhinitis allergica (oder Rhinokonjunktivitis) und Asthma bronchiale
auf (Abramovits, 2005). Alle drei als Atopien bezeichnete Erkrankungen werden zu
den erblichen Dispositionskrankheiten gezahlt (Wuthrich und Schnyder, 1991) und
sind daher nicht nur klinisch und allergologisch, sondern auch genetisch eng
miteinander korreliert.

Die Diagnose der AD wird hauptsachlich auf der Basis der Klinik und der Anamnese
gestellt. Laborchemische und invasive Diagnostik spielen nur eine untergeordnete
Rolle. Unterstitzend zur klinischen Diagnostik werden die Bestimmung des IgE
(Immunglobulin E) Gehaltes im Blut, unterschiedliche Allergietests und der Atopie-
Patch-Test angewandt (Novak und Bieber, 2004).

2.1.1.2. Pathogenese der humane atopischen Dermatitis

Als Ausloser der atopischen Dermatitis werden verschiedene Faktoren diskutiert.
Allergene spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der AD. Wéhrend
20-30% der Patienten keine erhohten Serum-IgE Werte aufweisen (intrinsische
Form), finden sich bei 70-80% der AD-Patienten erhdohte Serum-Igg Werte

(extrinsische Form) (Leung et al., 2004). Hautldsionen kdnnen bei 40% der Kinder
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mit mittlerer bis schwerer atopischer Dermatitis durch Nahrungsmittelallergene
induziert werden (Sampson, 1999). Bei sensibilisierten Patienten kommt es vor, dass
Juckreiz und Hautlasionen nach intranasaler oder bronchialer Inhalation von Aero-
Allergenen auftreten (Tupker et al., 1996). Durch epikutane Applikation von Aero-
Allergenen, wie Hausstaubmilben, Grasern, Hautschuppen von Tieren oder
Schimmelpilzen, lassen sich bei 30-50% der Patienten mit atopischer Dermatitis
ekzemattse Reaktionen provozieren (Leung et al., 2003). Eine atopische Reaktion
im  Zusammenhang mit Hausstaubmilben konnte sowohl durch kutanen
Antigenkontakt, als auch durch Einatmen von Hausstaubmilben-Allergen induziert
werden (Tupker et al., 1996).

Ein weiterer Ausloser der AD sind Staphylococcus aureus Bakterien, die tber 90%
der atopischen Hautlasionen besiedeln. Diese Beobachtung wird durch die Tatsache
gestutzt, dass der klinische Verlauf bei Patienten, die mit Antibiotika gegen
Staphylokokken und Glucokortikosteroiden behandelt werden, besser ist als bei
Patienten, die nur mit Glucokortikosteroiden behandelt werden. S. aureus sezerniert
Superantigene, die in der Lage sind, Hautlasionen auszuldésen und gegen die
spezifische IgE-Antikdrper nachgewiesen werden konnten (Leung et al., 2003).

In der atopischen Haut liegt zudem eine verringerte Ceramid-Konzentration vor.
Daraus resultiert eine chronisch trockene Haut mit einer eingeschrankten
Barrierefunktion (Imokawa, 2001). Durch manuelle Manipulation (Kratzen) kann die
Barrierefunktion der Haut weiter eingeschrankt werden. Daruber hinaus existieren
Studien, die belegen, dass Kratzen, Schwitzen und Stress Ausldsefaktoren der
atopischen Dermatitis darstellen konnen (Ostlere et al., 1995; Leung et al., 2003).

2.1.1.3. Histopathologie der humanen atopischen Dermatitis

Histologisch lassen sich keine pathognomonischen Veranderungen finden. Die
Diagnose wird, wie bereits erwdhnt, anhand der Makromorphologie, des klinischen
Verlaufs und der atopischen Anamnese gestellt. Das histologische Bild variiert je
nach Lokalisation und Stadium der Veranderung.

Makroskopisch unverdnderte Haut betroffener Patienten zeigt bereits histologische
Verdnderungen in Form einer geringgradigen Hyperkeratose, epidermaler
Hyperplasie und einer geringgradigen betont lymphozytaren dermalen Infiltration

(Leung, 1995). Als Charakteristikum akuter Lasionen gilt eine mehr oder weniger
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ausgepragte Spongiose der Epidermis, die sich im Extremfall bis hin zu
intraepidermalen Blasenbildungen ausweiten kann und meist mit einem zellularen
Odem einhergeht. Im Bereich des dermalen superfizialen Plexus findet sich ein
perivaskulares lymphohistiozytares Infiltrat mit Exozytose von Lymphozyten in die
spongiotischen Areale. Wenige Monozyten und Makrophagen sowie eosinophile
Granulozyten sind gelegentlich anzutreffen, die Zahl der Mastzellen ist hingegen
nicht erhdht (Braun-Falco und Burg, 1974; Leung, 1995; Braun-Falco et al., 1997).
Subakute L&sionen zeigen meist eine moderate Akanthose und parakeratotische
Hyperkeratose der Epidermis mit gelegentlicher psoriasiformer Hyperplasie. Die
chronische AD ist gekennzeichnet durch Uberwiegend orthokeratotische
Hyperkeratose und eine psoriasiforme Hyperplasie der Epidermis mit Verlangerung
der Reteleisten, deren Spitzen zur Konfluenz neigen. Der dermale Papillarkorper ist
fibrosiert und verbreitert, wobei kleine Blutgefdl3e prominent erscheinen. In den
Papillenspitzen kann man ein lockeres zellulares Infiltrat, im oberen Korium eine
relativ scharf begrenzte Ansammlung betont perivaskular gelegener Zellen sehen.
Der Hauptteil des Infiltrates besteht aus Lymphozyten, bei denen es sich nach den
Untersuchungen von Cormane und Mitarb. Giberwiegend um IgE-Antikorper tragende
B-Lymphozyten handelt (Cormane et al., 1973). Mastzellzahlen kbnnen bis zum
dreifachen ihres Wertes in normaler Haut erh6ht sein und auch ein Anstieg der Zahl
der Langerhanszellen in der Epidermis und der dermalen dendritischen Zellen ist zu
verzeichnen. Neutrophile Granulozyten treten nur vereinzelt auf (Weedon, 1997), die
Zahl der eosinophilen Granulozyten kann erhéht sein (Leung, 2000). Die
histologischen Befunde in der Haut von S&uglingen und Kindern unterscheiden sich
nicht von denen Erwachsener (Prose und Sedlis, 1960).

2.1.2. Canine atopische Dermatitis

2.1.2.1.Klinik der caninen atopischen Dermatitis

Der grofRte Teil (ca. 70%) der an CAD erkrankten Hunde zeigt im Alter von 1-3
Jahren erste klinische Anzeichen (Nesbitt, 1978; Willemse und van den Brom, 1983;
Scott et al., 1995). Eine genetisch bedingte Rassepradisposition ist sehr
wahrscheinlich vorhanden und konnte bisher bei folgende Hunderassen festgestellt
werden: Boxer (Willemse und van den Brom, 1983; Koch und Peters, 1994; Sture et
al., 1995), Chow Chow (Koch und Peters, 1994) und Cocker Spaniel



Literaturbersicht 7

(Saridomichelakis et al., 1999; Zur et al.,, 2002), Dalmatiner (Halliwell und
Schwartzman, 1971), Deutscher Schaferhund (Nesbitt, 1978; Willemse und van
den Brom, 1983; Zur et al., 2002), Irish Setter (Neshitt, 1978), Pudel (Nesbitt, 1978),
Labrador und Golden Retriever (Sture et al.,, 1995; Zur et al., 2002), Shar Pei
(Saridomichelakis et al., 1999) und dem Shiba Inu (Masuda et al., 2000), sowie bei
mehreren Terrierrassen (Fox T., West Highland White T., Scotch T.) (Halliwell und
Schwartzman, 1971; Willemse und van den Brom, 1983; Koch und Peters, 1994;
Sture et al., 1995; Saridomichelakis et al., 1999; Zur et al., 2002). Allerdings variiert
diese Disposition von Region zu Region (Jaeger et al., 2006) und verandert sich
auch im Laufe der Zeit (Griffin und DeBoer, 2001).

Eine Geschlechtspradisposition konnte bislang noch nicht mit Sicherheit
nachgewiesen werden (Willemse und van den Brom, 1983; Saridomichelakis et al.,
1999; Masuda et al., 2000; Bensignor und Carlotti, 2002). Nach Beobachtungen von
Halliwell und Schwartzman (1971), Schick und Fadock (1986) sowie Zur und Mitarb.
(2002) sind vermehrt weibliche Tiere betroffen. Im Gegensatz dazu waren bei der
Studie von Saridomichelakis und Mitarb. (1999) mehr mannliche Tiere an CAD
erkrankt.

Zur Diagnose der CAD werden in erste Linie die Anamnese und das klinische Bild
genutzt. Das Hauptsymptom ist starker Juckreiz (Nesbitt, 1978; Willemse und van
den Brom, 1983), der sich durch Lecken oder Beil3en an den Extremitaten und
Scheuern des Kopfes an Gegenstanden &uRert. Dazu koénnen anfangs
Hautveranderungen in Form von Erythem und Papeln kommen. Auch eine rétliche
bis braune Verfarbung der Haare kann beobachtet werden. Neben Kopf und Ohren
sind Pfoten, Axillar- und Inguinalgegend (Nesbitt, 1978), sowie die Extensor- und
Flexorseite verschiedener Gelenke betroffen (Willemse und van den Brom, 1983).
Durch Selbsttraumatisierung kommt es zum Auftreten sekundarer Veranderungen,
wie Abschurfungen, Lichenifikation, Schuppenbildung, Alopezie und Hypermelanose
(Halliwell und Schwartzman, 1971; Scott, 1981). Weiterhin konnen Komplikationen in
Form von Pyodermien oder Malassezia-Dermatitiden auftreten (Griffin und DeBoer,
2001). Bei ungefahr der Halfte der an CAD erkrankten Hunde kann eine
erythematds-cerumindse Otitis beobachtet werden (Prelaud, 2002). Bei bis zu 50%
der erkrankten Hunde kann es aufRerdem zu einer Konjunktivitis kommen (Scott,
1981; Willemse und van den Brom, 1983).
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In der Literatur sind zahlreiche Berichte zu finden, die viele Symptome der AD bei
Hunden beschreiben. Einige dieser Studien bewerten diese Symptome als
diagnostische Kriterien fir AD (Schwartzman, 1968; Halliwell und Schwartzman,
1971; Chamberlain, 1974; Nesbitt, 1978; Scott, 1981; Willemse und van den Brom,
1983; Willemse, 1984). Dabei ist zu beachten, dass auch Hunde mit nicht-atopischen
juckenden Hauterkrankungen (z.B. Futtermittelallergie, Raude) diese Kiriterien
erfillen kénnen (Griffin und DeBoer, 2001).

2.1.2.2. Pathogenese der caninen atopischen Dermatitis

Ahnlich der humanen AD ist auch die CAD eine multi-faktorielle Erkrankung, bei der
Allergene eine entscheidende Rolle spielen. Entsprechend der geographischen
Lage, des Klimas und der Haltungsbedingungen kénnen verschiedene Allergene von
Bedeutung sein. Bei Hunden stammt das am haufigsten zur Erkrankung flihrende
Allergen von der Hausstaubmilbe Dermatophagoides farinae. Eine Allergie gegen D.
farinae wurde in den USA bei 30% bis 71%, in Europa bei 18% bis 70% und in Japan
bei 64% der Hunde mit CAD festgestellt (Nesbitt, 1978; Schick und Fadok, 1986;
Koch und Peters, 1994; Saridomichelakis et al., 1999; Masuda et al., 2000). In den
USA und Japan werden auch die Pollen von Baumen und Grasern sowie
Schimmelpilzsporen als wichtige Allergene diskutiert. Im Gegensatz dazu sind diese
Allergene in Europa weniger haufig Ausloser einer CAD, hier stellen vor allem
Epithelien von Menschen und Katzen Allergieausldser fur den Hund dar (Koch und
Peters, 1994; Sture et al., 1995; Saridomichelakis et al., 1999). Anhand der
unterschiedlichen Allergene kann erklart werden, dass die CAD bei 42-75% der
Hunde saisonal (Halliwell und Schwartzman, 1971; Scott, 1981), aber auch nicht-
saisonal auftreten kann. Ca. 80% der Hunde zeigen saisonal auftretende Symptome
von Fruhling bis Herbst, nur 20% der Tiere sind im Winter betroffen (Scott, 1981). Es
konnte jedoch beobachtet werden, dass sich bei vielen Tieren der Zeitraum, in dem
klinische Veranderungen zu beobachten sind von Jahr zu Jahr verléangert, bis
schliel3lich eine ganzjahrige Symptomatik zu verzeichnen ist (Scott et al., 2001).

Nach Prelaud (2002) reagieren Uber 80% der an CAD erkrankten Hunde auf
aerogene Allergene. Dabei werden zwei Theorien Uber den Weg der
Allergenaufnahme diskutiert. Lange Zeit bestand die Annahme, dass der

Respirationstrakt als Haupteintrittspforte zu sehen ist, und die Allergene von dort
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Uber die Zirkulation zur Haut transportiert werden. Daher ruhrt auch der friher
verwendete Begriff ,Canine Allergic Inhalant Dermatitis® (Nesbitt, 1978). In der Haut
binden die Allergene nach dieser Theorie dann an IgE-Rezeptoren auf der
Mastzelloberflache und regen die Zellen zur Degranulierung an (Olivry und Hill,
2001a).

Die zweite Hypothese, die auf histologischen und klinischen Untersuchungen beruht,
geht davon aus, dass die Entziindung der Haut durch Umweltallergene verursacht
wird, die direkt durch das Stratum corneum der Haut penetrieren und Kontakt zu den
antigenprasentierenden Zellen der Epidermis aufnehmen. Eine Ursache hierflr
konnte die gestorte Barrierefunktion der Haut bei Patienten mit Atopie sein (Olivry
und Hill, 2001b). AuRerdem manifestieren sich die Hautlasionen vorrangig an
unbehaarten Mazerations- und Reibungsbereichen sowie als Zwischenzehenekzem
(Prelaud, 2002). Auch histologische Befunde von veranderten Arealen stitzen diese
Theorie (siehe 2.1.2.4). In einer Studie untersuchten Marsella und Mitarb. den
Einfluss der Route der Allergenexposition (oral, epikutan, Inhalation). Die Exposition
erfolgte entweder oral (durch Futterung der Hunde mit dem Allergen) oder aus der
Umgebung (transkutan oder moglicherweise Inhalation). Bei der Exposition durch die
Umgebung wurde ein Ohr bedeckt. Dieses zeigte nach der Exposition ebenfalls
Veranderungen, die denen des unbedeckten Ohres gleich waren. Alle untersuchten
Hunde entwickelten eine juckende Dermatitis. Somit konnte gezeigt werden, dass
sowohl der Weg Uber die Schleimhaute, als auch der transkutane Weg eine Rolle
spielen, wobei der letztere wichtiger ist und zu langer andauernden Symptomen fuhrt
(Marsella et al., 2006a).

Von pathophysiologischer Bedeutung sind die in den Hautlasionen von Hunden mit
CAD vorkommenden stationdren Zellen wie IgE-tragende Mastzellen und
Langerhanszellen, die erstmals von Olivry und Mitarb. nachgewiesen wurden (Olivry
et al., 1996), sowie chemotaktisch rekrutierte Zellen (eosinophile, basophile und
neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten) (Olivry et al., 1997). In
der Pathogenese der CAD spielen dabei die stationaren Zelltypen eine wichtige
Rolle. So sind Mastzellen fiur das Auftreten der allergischen Sofortreaktion vom Typ |
verantwortlich, indem sie nach der Kreuzvernetzung von zwei oberflachlich
gebundenen IgE-Antikérpern Uber ein Allergen (bridging) degranulieren und

entzindungsférdernde Mediatoren freisetzen (Lloyd, 1989; Scott et al., 1995; Hill und
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Martin, 1998). AulRerdem sind sie an der Spatreaktion der CAD beteiligt (Nagai et al.,
2000) (siehe auch 2.1.2.3.1 und 2.1.2.4.).

Langerhanszellen sind antigen-prasentierende Zellen (Mitglieder des dendritischen
Zellsystems), die zur zellularen Immunitat der Haut beitragen, da sie Antigene uber
den MHC-Komplex binden und den T-Lymphozyten prasentieren. Humane
Langerhanszellen kénnen auf ihrer Oberflache aufRerdem drei verschiedene IgE-
Rezeptoren (niedrig-affine CD23/FceRIl-Rezeptoren, hoch-affine FceRI-Rezeptoren
und das IgE-Bindungsprotein Galektin3/eBP) exprimieren (Wollenberg und Bieber,
2000). Die Bindung von allergen-spezifischem IgE an Langerhanszellen fihrt zum
einen zur Aktivierung der Zellen und Abgabe von Mediatoren, die eosinophile
Granulozyten und Makrophagen anlocken (Olivry et al., 1997), zum anderen werden
die gebundenen Allergene in den Lymphknoten den T-Zellen prasentiert (Banfield et
al., 2001; Novak und Bieber, 2004). Das fuhrt zur Ausbildung von CD4+ und CD8+ T-
Helferzellen, die wiederum B-Lymphozyten zur Bildung von allergen-spezifischem
IgE anregen. Die Expression der Oberflachenantigene (CD4 oder CD8) und der T-
Zell-Rezeptoren (aB-Rezeptor oder yd-Rezeptor) ist bei Mensch und Hund
unterschiedlich. Der yd-Rezeptor scheint bei der AD nur beim Hund vorzukommen
und besitzt die Fahigkeit, den Isotyp-Wechsel von IgM zu IgE in B-Lymphozyten zu
induzieren (Olivry et al., 1997).

Neben den stationaren, antigenprasentierenden Zellen sind auch chemotaktisch
rekrutierte Zellen von grof3er Bedeutung. Anhand der produzierten Zytokine werden
zwei Subtypen von T-Helferzellen unterschieden. In der initialen Phase der CAD
findet man in den betroffenen Hautarealen vor allem Th2-Zellen und deren Zytokine
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-16 sowie Interferon (IFN)-y (Nuttall et al., 2002a, b). IL-4
induziert die IgE-Synthese in B-Lymphozyten. Hayashiya und Mitarb. beschreiben
eine erhohte Expression von IL-4- und IL-5-mRNA in Monozyten von Hunden mit
CAD (Hayashiya et al., 2002). In dieser Untersuchung konnte auch eine Vermehrung
der eosinophilen Granulozyten im Blut bei erkrankten Tieren festgestellt werden.
Diese Eosinophilie wird durch IL-5, einen wichtigen Faktor fir die Differenzierung und
Chemotaxis von eosinophilen Granulozyten, induziert.

Aktivierte Eosinophile bewirken in der Haut Uber die Ausschittung von IL-12 eine
Differenzierung der T-Helferzellen zu Thl-Zellen. Diese produzieren hauptsachlich

IFN-y und sind charakteristisch fur die chronische Phase der CAD. In den
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Hautlasionen erkrankter Hunde konnte entsprechend eine Erhdhung der IFN-y-
Genexpression festgestellt werden (Nuttall et al., 2002a).

Neben der Wirkung verschiedener Allergene kdnnen auch Defekte in der Lipidschicht
der Haut eine Rolle bei der Ausbildung der CAD spielen. Wie bereits erwéhnt, weisen
Menschen mit AD haufig eine abnorme Trockenheit der Haut auf (siehe 2.1.1.2). Die
aulerste Schicht der Epidermis besteht aus abschilfernden Keratinozyten, umgeben
von interzellularen Lipiden. Diese Lipide sind fir die normale Barriere- und
Schutzfunktion der Haut von entscheidender Bedeutung. Fehlerhafte lipidhaltige
Organellen, die Lamellarkorper, konnten zu einer Veranderung in der
Zusammensetzung der epidermalen Lipidbarriere fiuhren, was einen erhdhten
transepidermalen Wasserverlust zur Folge hat (Fartasch und Diepgen, 1992;
Fartasch, 2005).

2.1.2.3. Mastzellen und eosinophile Granulozyten

2.1.2.3.1. Morphologie und Physiologie der Mastzelle

Die Vorlaufer der Mastzellen stammen aus dem Knochenmark von CD34+, c-kit+ und
IgE-RI- Stammzellen ab (Li und Krilis, 1999). Sie werden Uber das Blut in
verschiedene Gewebe transportiert, in dem sie zu Mastzellen ausreifen. Zwei
Mechanismen regulieren den Reifungsprozess. Im ersten Differenzierungsschritt
binden die Vorlauferzellen Uber ihren c-kit-Tyrosinkinase-Rezeptor den
Stammzellfaktor (SCF), der unter anderem die Synthese der Mastzellmediatoren
Heparin, Serotonin, und der Proteasen reguliert. Anschlie3end erfolgt eine weitere
Differenzierung durch die T-Zell-Zytokine IL-3, -4, -9 sowie -10 (Janeway und
Travers, 1997; Hill und Martin, 1998).

Reife Mastzellen befinden sich im lockeren Bindegewebe entlang von BlutgefalRen
und Nerven und sind vermehrt in der Schleimhaut des Magen-Darmtraktes, der
Lunge und in der Haut anzutreffen. Sie sind ca. 20-30 ym im Durchmesser grof3,
besitzen eine runde, ovale oder spindelférmige Gestalt und ellipsoide Zellkerne
(Liebich, 1983). Im Zytoplasma finden sich basophile, metachromatische Granula, die
u.a. Heparin, Histamin, chemotaktischen Faktoren und Proteasen (Chymase und
Tryptase) enthalten.

Anhand morphologischer und funktioneller Gesichtspunkte kénnen Mastzellen in

Subtypen eingeteilt werden. Beim Hund lassen sich anhand des Gehalts an
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Proteasen drei Subtypen unterscheiden, nadmlich Mastzellen, die nur Tryptase
enthalten (MCT), solche, die Tryptase und Chymase enthalten (MCTC) und
Mastzellen, die nur Chymase enthalten (MCC). In der Haut von Hunden findet man
zu ca. 70% MCTC-Zellen, zu ca. 20% MCC-Zellen und nur einen geringen Anteil an
MCT-Zellen (Kube et al., 1998; Welle et al., 1999).

Mastzellen exprimieren auf ihrer Oberflache dauerhaft den hoch-affinen IgE-
bindenden Rezeptor FceRIl. Durch das Enzym Papain kdnnen IgE-Molekdle in drei
Fragmente zerlegt werden. Man unterscheidet dadurch zwei antigenbindende
Fragmente (Fab) von dem Fc-Fragment. Eine neue Konfiguration des IgE-Molekiils
erfolgt, wenn es Uber seine Ce3-Domane der Fc-Region an die a-Untereinheit des
Rezeptors gebunden hat. Nach der Konfigurationsdnderung kénnen polyvalente
Antigene an die Fab-Arme des IgE binden. Das bewirkt eine Kreuzvernetzung von
zwei Rezeptoren (receptor bridging) und damit die Mastzellenaktivierung mit
Ausschleusung der Granula (Sayers und Helm, 1999). Phylogenetisch spielt dieser
Mechanismus eine wichtige Rolle bei der Inmunabwehr gegen parasitare Infektionen
(Miller, 1996). Neben Parasiten-spezifischen IgE-Antikdrpern kdnnen auch andere
z.B. Allergen-spezifische IgE-Antikdrper an den FceRI-Rezeptor von Mastzellen
binden. Bei Re-Exposition mit dem Allergen kommt es zur Rezeptorenvernetzung
und Aktivierung der Mastzelle, was zur exozytotischen Ausschleusung vorgefertigter
Mediatoren und zur Synthese und Ausschuittung von Lipidmediatoren und Zytokinen
fuhrt.

Folgenden Mediatoren kdnnen aus Mastzellen freigesetzt werden (Tabelle 11-1):

Substanzklasse | Mediatoren | Wirkung
Biogene Amine | Histamin Kontraktion der glatten Muskulatur, erhéht cAMP,
Serotonin Steigerung der GefaRpermeabilitat
Chemotaktische | ECF-A Chemotaxis von Eosinophilen und Neutrophilen
Faktoren NCF Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten
Zytokine IL-4, IL-1 Stimulierung der TH>-Zellen
IL-3, IL-5 Aktivierung von eosinophilen Granulozyten
TNF-a Bildung von Zytokinen, Endothelzellaktivator
Lipidmediatoren | LTB, C, D, E | Leukozytenchemotaxis, -aktivierung, -
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degranulation , Erhohung der Gefal3-
permeabilitat, Vasokonstriktion

PGD Vasodilatation und Odembildung

PAF Chemotaxis von Leukozyten, Gefal3erweiterung,
Aggregation von Blutplattchen

Proteoglykane Heparin Antikoagulans, Hemmung proteolytischer
Enzyme

Proteolytische Tryptase, Abbau von Peptiden (z.B.: Bradykinin), Abbau

Enzyme Chymase, der Bindegewebsmatrix und Aktivierung des

Cathepsin G | Komplementfaktors C3

Tabelle II-1: Mastzellmediatoren und ihre Wirkmechanismen (Lloyd, 1989; Scott
et al., 1995; Hill und Martin, 1998)
(Verwendete Abkiirzungen: CF = Chemotaxisfaktor, ECF-A = Eosinophil Chemotactic Factor

of Anaphylaxis, IL = Interleukin, LT = Leukotrien, PAF = Plattchenaktivierender Faktor, PG =
Prostaglandin, TNF = Tumornekrosefaktor)

IgE

\/ Modulatoren
Prostaglandine
Hormone
Interferone

/ Neurotransmitter

Stimulatoren Fee-RI

Immunglobuline,

K r. ", i
Neuropeptide,
Histaminliberatoren

Mastzelle O

Mediatoren .

vasoaktiv (Histamin, LTC4) Abblld'ung II-1:

chemotaktisch Graphische Darstellung der
“:IS‘;'E';]'S' L8, GM-CSF, Mastzellstimulatoren, -
immunmodulatorisch (IL-1, IL-3 modulatoren und —mediatoren
IL-, IL-10 .lh:l TNFu) sowie deren Wirkspektrum
wachstumshemmend

(GM-CSF. POGF. TGFS. IL-3) (Ganten und Ruckpaul, 1999).

Die Freisetzung von Mediatoren kann innerhalb weniger Minuten (Sofortreaktion)

oder nach 3 bis 48 Stunden (Spatphasenreaktion) erfolgen. Zudem wird eine
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schlagartig erfolgende anaphylaktische Degranulation von einer kontinuierlichen
(,piecemeal”) Degranulation unterschieden (Mogbel und Lacy, 1999; Nagai et al.,
2000). Bei der Entstehung der AD spielen sowohl die Sofortreaktion als auch die
Spatphasenreaktion eine wichtige Rolle (Irani et al., 1989).

2.1.2.3.2. Morphologie und Physiologie des eosinophilen Granulozyten

Reife eosinophile Granulozyten haben einen Durchmesser von ca. 12-15 um, einen
zweigelappten Kern und Granula, die sich durch eine besonders hohe Affinitat zu
dem sauren Farbstoff Eosin auszeichnen, weswegen sich diese Zellen
charakteristisch anfarben lassen (Liebich, 1983). Sie stammen, wie die anderen
Granulozyten, aus dem Knochenmark und entwickelt sich unter dem Einfluss von
Wachstumsfaktoren wie den Zytokinen IL-3, IL-5 und GM-CSF aus einer
pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle (Weller et al., 1991; Weller, 1992). Der
hieraus entstehende Myeloblast reift Uber den Promyelozyten und Metamyelozyten
zum eosinophilen Granulozyten. IL-5 ist dabei fur die spezifische Differenzierung zur
reifen Zelle und die Freisetzung der reifen Zelle aus dem Knochenmark notwendig
(Clutterbuck et al., 1989; Sanderson, 1992). Eosinophile Granulozyten kdnnen auch
in der Milz, Leber und den Lymphknoten gebildet werden. Sie haben eine
durchschnittliche Aufenthaltsdauer von 8-12 Stunden in der Zirkulation und ohne
Stimulation eine Lebensdauer von 8-12 Tagen im Gewebe (Young et al., 2006). Alle
Granulozyten besitzen die Fahigkeit zur Adhéarenz an das vaskulare Endothel, zur
Diapedese und zur Migration in das Gewebe u.a. mittels Hyaluronidase (Weller et al.,
1991). Eosinophile Granulozyten neigen zur Akkumulation im Bereich von
Oberflachenepithelien, besonders in der Lamina propria des Magens und lleums,
sowie dem perivaskularen und peribronchialen Lungengewebe (Young et al., 2006).

Fur die Funktion wichtige Proteine werden in verschiedenen eosinophilen
zytoplasmatischen Granula gespeichert. Das ,Major Basic Protein“ (MBP) stellt den
kristalloiden Kern der Granula dar. Das ,Eosinophil Cationic Protein“ (ECP), das
»£0sinophil Derived Neurotoxin“ (EDN) und die Eosinophilen Peroxidase (EPO),
befinden sich zusammen mit verschiedenen Zytokinen in der Matrix der sekundaren
Granula (Wasmoen et al., 1988). Studien aus der Humanmedizin belegen, dass MBP
ein potentes Toxin fur Parasiten und Saugetierzellen darstellt (Gleich, 1994) und eine

Rolle bei der Gewebsschadigung der Lunge im Zusammenhang mit dem
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Krankheitsbild des Asthma bronchiale spielt. Des Weiteren wird MBP eine Rolle in
der Stimulierung der Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten und
Mastzellen und der Aktivierung neutrophiler Granulozyten und Thrombozyten
zugesprochen (Rohrbach et al., 1990; Rankin et al., 1992).

Alle vier Proteine konnen histaminunabhangig zu einer Erhéhung der
GefalRpermeabilitat beitragen, wobei MBP eine weit starkere Wirkung als ECP, EPO
und EDN zugesprochen wird (Minnicozzi et al., 1994). Dieser Effekt ist
moglicherweise beteiligt an der Entwicklung von Odemen bei vielen
Krankheitsbildern, die mit vermehrter Anwesenheit von eosinophilen Granulozyten
am Ort des Krankheitsgeschehens einhergehen.

In einer Studie (Elbon et al., 1995) wurde die Einwanderung von eosinophilen
Granulozyten in das Lungengewebe durch Gabe von Anti-IL-5 zu verhindern
versucht. Diese Studie kommt zu dem Ergebnis, dass eosinophile Granulozyten und

IL-5 eine malgebliche Rolle in der Entwicklung der Hyperreaktivitat spielen.

Tabelle 11-2 zeigt einen Ausschnitt verschiedener Effektormechanismen des

eosinophilen Granulozyten.

Mediatoren Biologische Wirkung

MBP Helminthotoxisch, aktiviert Mastzellen

(Histaminfreisetzung), neutralisiert Heparin, bakterizid

EDN Neurotoxin, helminthotoxisch, stimuliert RNAse Aktivitat

ECP Neurotoxin, helminthotoxisch, aktiviert Mastzellen
(Histaminfreisetzung)

EPO Zytotoxisch, aktiviert Mastzellen (Histaminfreisetzung),
Leukotrienaktivierung

Kollagenase Hydrolysiert Typ | und Typ 1l Kollagen

Arylsulphatase B Hydrolysiert Sulfatverbindungen

LTC, Vasoaktiv, Kontraktion der glatten Muskelzellen,

gesteigerte Mukussekretion

LTB4 Migration und Aggregation von Leukozyten, Produktion
von Sauerstoffradikalen, Degranulation, Freisetzung von

Arachidonsaure-Metaboliten
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PAF Adharenz, Chemotaxis, Degranulation, Freisetzung von
Arachidonsaure-Metaboliten, Produktion von

Sauerstoffradikalen, Bronchokonstriktion, Vasodilatation

PG Vasokonstriktion, Schleimhautédem, Hypersekretion
Thromboxan Az Bronchokonstriktion

Sauerstoffradikale (O Toxisch fur Mikroorganismen, Tumorzellen und andere
H20,, OH") Saugetierzellen, helminthotoxisch

Zytokine (IL-1, IL-3, IL-5, | T- und B-Zellaktivierung, Reifung und Aktivierung von

IL-6) eosinophilen Granulozyten, u.v.m.
Komplementfaktoren Mediatorsekretion, Vasokonstriktion, Chemotaxis von
(Cha) neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten,

Mastzellen und Makrophagen

Tabelle 1I-2: Effektormechanismen des eosinophilen Granulozyten (modifiziert

nach Schwenk et al., 1992; Kroegel et al., 1994; Ganten und Ruckpaul, 1999).
(Verwendete Abkirzungen: LT = Leukotrien, ECP = Eosinophil Cationic Protein, EDN =
Eosinopil Derived Neurotoxin, EPO = Eosinophilen Peroxidase, MBP = Major Basic Protein,
PAF = Plattchenaktivierender Faktor, PG = Prostaglandine)

Der eosinophile Granulozyt besitzt eine Vielzahl von Rezeptoren, die in der Regel
Chemotaxis, Aktivierung, Degranulation oder eine Unterstiitzung bei der Migration ins
Gewebe vermitteln. Dazu gehdren Rezeptoren fur IgG, IgE, IgA, verschiedene
Komplementrezeptoren, Rezeptoren fur Lipidmediatoren, Leukotriene, den PAF, B1-
und B2-Integrine und Rezeptoren fur Glukokortikoide (Janeway und Travers, 1997).
Die Komplementproteine C3a und C5a gehoren zu den chemotaktisch wirksamen
Aktivatoren, die den Eosinophilen zur Degranulation anregen kénnen. Auch IgE kann
uber die Bindung an niedrig-affine Rezeptoren die Sekretion basischer Proteine
vermitteln (Meurer et al., 1993). Eine weitere wichtige Aktivatorzellen fiur die
eosinophilen Granulozyten sind die Mastzellen, die unter anderem TNF-q, IL-3, IL-5
und ECF-A sezernieren (siehe Tabelle 1I-1 und Abbildung II-2).
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Mediatoren:
chemotaktisch (PAF, C5a, LTB4)
%:l;sﬁmu:;?n immunmodulatorisch
gozyt {IL-1, I3, IL-5, IL-6)

Sauerstoffradikale
Enzyme:
Arylsulfatase
Kollagenase .
Elastase
Phosphatase EW“ncmﬂthe
Proteasen Prot” ne:
Esterasen MBP, EDN, EPO, ECP

Abbildung 1I-2: Rolle des eosinophilen Granulozyten bei der allergischen

Entzindung (Ganten und Ruckpaul, 1999).

Die Abwehr von parasitaren Infektionen und die damit verbundene Induktion einer
entziindlichen Reaktion werden bisher als die hauptsachliche Funktion der
eosinophilen Granulozyten betrachtet. Die Freisetzung von basischen Proteinen und
Sauerstoffradikalen wirkt allerdings auch schadigend auf korpereigenes Gewebe.
Durch Freisetzung zahlreicher anderer Stoffe wie Kollagenasen, Enzymen,
verschiedenen Zytokinen (IL-2,4,5,10,13, IFN-y), Lipidmediatoren (Prostaglandine,
Leukotriene, HETE, PAF, Thromboxan B,), Wachstumsfaktoren und Neurotrophinen
tragen aktivierte eosinophile Granulozyten dazu bei, eine Entziindungsreaktion zu
unterhalten, indem sie z.B. durch Mediatorausschittung andere Zellen des
Immunsystems aktivieren (Janeway und Travers, 1997; Woerly et al., 1999; Noga et
al., 2003; Young et al., 2006). Neuere Studien, inshesondere aus der Humanmedizin,
zeigen aber auch, dass eosinophile Granulozyten an entziindlichen Reaktionen ohne
Parasitenbeteiligung involviert sein kdnnen. Besonders Erkrankungen aus dem
atopischen Formenkreis (atopische Dermatitis, allergisches Asthma bronchiale,
allergische Rhinokonjunktivitis) gehen haufig mit erhéhten Zahlen von zirkulierenden
und gewebsstandigen Eosinophilen einher (Terada et al., 1994; Foreman et al.,
1999).
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2.1.2.4. Histopathologie der caninen atopischen Dermatitis

Histologisch zeigt die Haut caniner atopischer Patienten, &hnlich der von humanen
Atopikern wenig kennzeichnende Befunde. Olivry und Hill charakterisierten die
histologischen Verdnderungen als eine chronische, hyperplastische und spongi6se,
gemischtzellige, betont perivaskulare Dermatitis (Olivry und Hill, 2001c). Das
entziindliche Infiltrat ist vergleichbar mit der beim Menschen auftretenden Krankheit
und ebenso abhéngig vom zeitlichen Verlauf und der Schwere der Erkrankung. Es
besteht Uberwiegend aus dendritischen Zellen, T-Helferzellen, Mastzellen und
wenigen intakten und degranulierten eosinophilen Granulozyten (Olivry et al., 1997).
Olivry und Mitarbeiter charakterisierten 1997 das entzindliche Infiltrat der lasionalen
und nicht-lasionalen Haut atopischer Hunde und verglichen es mit den Befunden
nicht-atopischer Hunde. Dabei zeigte die Epidermis nicht-lasionaler Haut atopischer
Hunde eine geringgradige diffuse epidermale Hyperplasie und wenig entzindliches
Infiltrat, das Uberwiegend aus epitheliotropen T-Lymphozyten bestand. Auch die
Anzahl epidermaler Langerhanszellen war im Vergleich zur Haut gesunder Hunde
erhoht.

In Schnitten l&sionaler Haut zeigte sich eine mittelgradige bis hochgradige diffuse
und ungleichmalRlige epidermale Hyperplasie. In sechs von 14 Biopsieproben
konnten wenige intraepidermale neutrophile Granulozyten gefunden werden. Es
wurden wenige intakte eosinophile Granulozyten, die gelegentlich von freien
eosinophilen Granula umgeben waren, gefunden. Exozytose und subkorneale
Mikroabszesse wurden selten beobachtet. Epidermale T-Lymphozyten konnten in
allen Schnitten l&sionaler Haut gefunden werden. Epidermale Mastzellen wurden
nicht nachgewiesen. Verglichen mit Haut gesunder Hunde und nicht-lasionaler Haut
atopischer Hunde fand sich in der Epidermis eine erhdhte Anzahl von Langerhans-
zellen.

Morphometrische Messungen ergaben eine signifikante Erhéhung dermaler
Zellzahlen in der lasionalen Haut atopischer Tiere gegentber nicht-lasionaler Haut
atopischer und der Haut gesunder Hunde.

Klinisch unauffallig erscheinende Haut zeigte betont dermal gelegene perivaskulare
Infiltrate. Das mononukleare Zellinfiltrat setzte sich aus dendritischen Zellen und T-
Helferzellen zusammen.

In Biopsien lasionaler Haut konnte ein betont subepidermales perivaskulares bis

diffuses Verteilungsmuster der Infiltrate gefunden werden. Neutrophile Granulozyten
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wurden in geringer Prozentzahl in allen Bioptaten nachgewiesen. Signifikant erhdhte
Zellzahlen eosinophile Granulozyten fanden sich in fast allen Schnitten. Der
prozentuale Anteil von Mastzellen in der Dermis unterschied sich jedoch in den
Schnitten unterschiedlicher Hautlasionen nicht.

In der Literatur gibt es zum Vorkommen von Mastzellen in der Haut von Hunden mit
CAD sehr unterschiedliche Angaben. Wilkie und Mitarb. fanden im Bereich des
Ruckens, des Halses und des cranio-lateralen Abdomens eine deutliche Erhéhung
der Mastzellzahl im Vergleich zu gesunden Tieren (Wilkie et al., 1990). Auch bei
gesunden Hunden konnte jedoch eine Erhéhung der Mastzellzahlen an bestimmten
Préadilektionsstellen der CAD wie Ohrmuschel und Zwischenzehenhaut
nachgewiesen werden (Auxilia und Hill, 2000). Olivry und Mitarb. bemerkten eine
Schwachung der Farbintensitat von Mastzellgranula bei mit Anti-IgE behandelten
kranken Hunden (Olivry et al., 2001b). Dies wurde auf die Degranulation der
Mastzellen zurickgefuhrt. Eine weitere Studie untersuchte die Anzahl der
Bindegewebsmastzellen und der sog. atypischen oder Schleimhautmastzellen
(definiert als Mastzellen, die in formalinfixiertem Material keine Metachromasie
zeigen (Befus et al., 1982) nach intradermaler Allergeninjektion bei Hunden mit CAD
(Becker et al., 1986). Dabei nahm ab der 3. bis zur 24. Stunde nach der
Allergeninjektion die Zahl der Bindegewebsmastzellen ab. Atypische Mastzellen
waren erst nach 6 Stunden auffindbar, danach stieg ihre Zahl an. Eine mdgliche
Erklarung der Autoren ist, dass die atypischen Mastzellen sofort degranulierten und
so nicht detektierbar sind, wahrend die Bindegewebsmastzellen erst spéater
degranulieren und somit fur die Spatphasenreaktion verantwortlich sind. Welle und
Mitarb. untersuchten die Mastzellsubtypen in gesunder und Ilasionaler Haut
erkrankter und gesunder Tiere (Welle et al.,, 1999). Sie fanden dabei keine
Unterschiede in der Gesamtzellzahl der mit Toluidinblau gefarbten Mastzellen. Eine
zweite Farbemethode, die speziell Chymase und Tryptase farbt, zeigte ein deutlich
geringeres Vorkommen der MCTC-Zellen in der Haut atopischer Hunde. Die Autoren
fuhrten das ebenfalls auf den Verlust von Mediatoren durch die Degranulation der
Mastzellen bei der CAD zurtick.

Weiterhin wird ein unterschiedlicher Gehalt oder eine unterschiedliche Freisetzbarkeit
der Mastzellmediatoren bei der CAD diskutiert. So konnte in den Mastzellen von
atopischen Hunden ein erhdhter Gehalt und eine erhdhte Freisetzung von Histamin

beobachtet werden (DeMora et al., 1996). Brazis und Mitarb. dagegen konnten
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keinen Unterschiede in der Histaminfreisetzung aus Mastzellen erkrankter und
gesunder Hunde nachweisen (Brazis et al., 1998).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass erhohte Mastzellzahlen in der Haut als
Hinweis fur das Vorliegen einer CAD gesehen werden. Dies entspricht Ergebnissen
aus der Humanmedizin, die zeigen, dass bei Menschen mit allergischen
Erkrankungen ein deutlicher Anstieg der Anzahl an kutanen Mastzellen zu
beobachten ist (Taylor und Metcalfe, 2001). Die Zunahme der Mastzellzahlen bei
entztindlichen Prozessen kénnten durch verschiedene Mechanismen hervorgerufen
werden: 1.) verstarkte Einwanderung von unreifen Vorlauferzellen, 2.) Proliferation
reifer Mastzellen, 3.) Einwanderung reifer Gewebszellen zum Entzindungsort, 4.)

verminderte Apoptose.

Das Vorkommen eosinophiler Granulozyten im Zuge der CAD wurde lange
kontrovers diskutiert. Noch vor einigen Jahrzehnten wurde den eosinophilen
Granulozyten eine ausschlief3lich gewebsschitzende Funktion im Zusammenhang
mit parasitaren und allergischen Erkrankungen zugesprochen und auch heute ist die
protektive Wirkung eosinophiler Granulozyten als zytotoxische Effektorzellen bei der

Abwehr von Parasiten unumstritten (Gleich, 1994). Die Aktivierung eosinophiler
Granulozyten fuhrt neben der Freisetzung von ECP, MBP, EPO und EDN zu einem
vermehrten Sauerstoffmetabolismus (Respiratory Burst) der Zellen, in dessen Folge
es zur Produktion und Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (H202, Oy ,OH)
kommt (Elsner und Kapp, 1999). Diese sind aufgrund ihrer oxidativen Wirkung in der
Lage, sowohl Mikroorganismen als auch korpereigene organische Molekile und
Gewebsstrukturen zu zerstoren (siehe 2.1.2.3.2). Die daruber hinaus sezernierten
proinflammatorischen Zytokine wie IL-1a, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-16, TGF-q,
TGF-B, GM-CSF und TNF-a fuhren ihrerseits zu einer autokrinen und parakrinen
Rekrutierung und Aktivierung eosinophiler und neutrophiler Granulozyten,
Lymphozyten und Monozyten und erhalten so die Entzindungsantwort aufrecht.
Unter bestimmten Voraussetzungen sind eosinophile Granulozyten zudem selbst in
der Lage, Chemokine wie Eotaxin, RANTES und IL-8 zu produzieren und
freizusetzen und damit regulierend auf ihre eigene Chemoattraktion und Aktivierung
einzuwirken (Meurer et al., 1993; Yousefi et al., 1995; Nakajima et al., 1998). Die
Freisetzung von Mediatoren erfolgt erst nach vorangegangener Aktivierung des
eosinophilen Granulozyten Uber seine membranstandigen Rezeptoren. Somit

besitzen eosinophile Granulozyten eine Vielzahl von Mdglichkeiten der Interaktion
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und spielen im Sinne einer proinflammatorischen und immunregulatorischen
Effektorzelle eine bedeutende Rolle bei allergischen Reaktionen und chronisch

entzundlichen Erkrankungen.

Dies konnte auch histologisch bestatigt werden, da entgegen alteren Studien, die nur
ein sehr spéarliches Auftreten dermaler eosinophiler Granulozyten in der Haut
atopischer Patienten beschreiben, in aktuelleren Arbeiten ein vermehrtes
Vorkommen intakter und degranulierter dermaler eosinophiler Granulozyten in der
Haut der meisten erkrankten Tiere nachgewiesen werden konnte (Nimmo Wilkie et
al.,, 1990; Olivry et al., 1997). In diesem Zusammenhang haben neu etablierte
Farbetechniken wie z.B. die Luna Farbung (Luna, 1968) einen wichtigen Beitrag zur

Detektierung degranulierter eosinophiler Granulozyten geleistet (Olivry et al., 1997).

2.1.3. Therapie der caninen atopischen Dermatitis

Oft wird zur Behandlung der CAD eine Kombinationstherapie angewandt. Hierbei
spielen Allergenvermeidung, anti-inflammatorische Medikation, allergen-spezifische
Immuntherapie, Behandlungen zur Unterstiitzung der natirlichen Barrierefunktion der
Haut und die Therapie von Sekundarinfektionen eine wichtige Rolle. Dabei stellt die

allergen-spezifische Immuntherapie derzeit die einzige spezifische Therapieform dar.

2.1.3.1. Glukokortikoide

Glukokortikoide gehéren zu den am haufigsten verwendeten entzindungs-
hemmenden Medikamenten. Mehrere Studien bestatigen eine Wirksamkeit oral
verabreichter, niedrig-dosierter Glukokortikoide bei atopischen Hunden mit
Hautlasionen und/oder Juckreiz zwischen 57 und 100% (Olivry und Sousa, 2001).
Die wichtigsten entzindungshemmenden Effekte beruhen zum einen auf der
Hemmung der Genexpression bestimmter Transkriptionsfaktoren. So wird
beispielsweise in T-Lymphozyten die Synthese von Zytokinen (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-13, IFN-y) verringert. Andererseits konnen Glukokortikoide auch Gene zur
Translation bestimmter Proteine (z.B. Lipocortin-1) aktivieren. Lipocortin-1 hemmt die
Phospholipase (PL) A2, die Fettsauren (vorwiegend Arachidonséure) aus den
Phospholipiden der Zellmembran freisetzt. Arachidonsaure ist die Vorstufe stark

entzindungsfordernder Lipidmediatoren (Olivry und Sousa, 2001). Die Hemmung der
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PLA2 fihrt aulRerdem zu einer (geringeren Freisetzung praformierter
Entzindungsmediatoren aus Mastzellen (Willemse, 1990). Weiterhin wird eine
Synthese von Ribonukleasen beschrieben, die dazu fihrt, dass die mRNA der
induzierten Zyklooxygenase (COX-2), welche die Bildung der
entzindungsfordernden Lipidmediatoren verursacht, inaktiviert wird (Olivry und
Sousa, 2001). Auch Veranderungen der Oberflachenstrukturen von Zellen im Bereich
von Rezeptoren (FceRI) durch Glukokortikoide werden diskutiert (Willemse, 1990).
Allerdings  weisen Glukokortikoide, unter  anderem aufgrund ihrer
immunmodulatorischen Eigenschaften, auch haufig Nebenwirkungen auf, wozu
Polyurie, Polydipsie, Alopezie, Polyphagie und Gewichtszunahme (10-25% der
Hunde), gastrointestinale Symptome (7-25%) und Sekundarinfektionen (34%)
gehoren kénnen (Olivry und Mduller, 2003). Zu beachten ist auRerdem, dass es bei
einer Langzeittherapie zu bakteriellen Harnwegsinfektionen kommen kann (lhrke et
al., 1985).

2.1.3.2. Zyklosporine

Auch Zyklosporine weisen eine antiallergische Wirkung auf. Diese beruht vor allem
auf der Unterdrickung der Aktivierung verschiedener Zellarten, die am kutanen
allergischen Entzindungsgeschehen beteiligt sind (Marsella und Olivry, 2001). Alle
therapeutischen, aber auch toxischen Effekte, beruhen auf der Hemmung von
Calcineurin (Belluzzi et al., 1996). Zyklosporin beeinflusst sowohl die humorale als
auch die zellulare Immunantwort. Es hemmt zum einen Zellen, die immunologische
Vorgange auslésen (z.B. Langerhanszellen, Lymphozyten und Keratinozyten), zum
anderen die Tatigkeit/Funktion der Zielzellen der allergischen Reaktion (z.B.
Mastzellen, eosinophile Granulozyten). Dabei gleicht die Wirksamkeit wvon
Zyklosporin A der von Glukokortikoiden, so dass es eine wertvolle Alternative
darstellt (Marsella und Olivry, 2001). Die Erfolge der Reduktion von L&sionen liegen
zwischen 52-67%. Die Erfolgsrate bezuglich des Juckreizes betragt 36-100% (Olivry
und Mduller, 2003). Mdgliche Nebenwirkungen des Zyklosporins kdnnen Erbrechen,
Durchfall, Anorexie, Gewichtsverlust, kutane Papillomatose, chronische

hyperplastische Gingivitis und Periodontitis sein (Marsella und Olivry, 2001).
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2.1.3.3. Antihistaminika

Antihistaminika werden haufig als symptomatische Therapie gegen Juckreiz bei AD
eingesetzt. Sie entfalten ihre Wirkung in verschiedenen Geweben durch
Antagonismus an spezifischen Histaminrezeptoren, vor allem den H1- und H2-
Rezeptoren. Dadurch werden Histamin-induzierte Effekte wie Juckreiz, Schmerz und
eine erhohte vaskulare Permeabilitat herabgesetzt (DeBoer und Griffin, 2001).
Studien belegten eine Reduktion des Juckreizes durch Antihistaminika der ersten
Generation, wie Chlorpheniramin, Diphenhydramin, Hydroxyzin oder Clemastin
(Scott und Buerger, 1988; Paradis et al., 1991). Bezuglich des Juckreizes zeigten
Loratadin und Terfenadin keine Wirkungen (Scott et al., 1994; Paradis, 1996). Eine
Linderung der Symptomatik tritt gewohnlich innerhalb der ersten 7-14 Tage der
Behandlung auf und variiert von Patient zu Patient. Daher sollte versuchsweise auf
einen anderen Wirkstoff umgestiegen werden, sollte das genutzte Antihistaminikum
nicht innerhalb von zwei Wochen zum gewilnschten Erfolg fiihren. Die Klinische
Wirksamkeit von Antihistaminika kann durch Kombination mit essentiellen Fettsauren
verbessert werden. Synergistische Effekte kdnnen auch in der Kombination mit
Glukokortikoiden auftreten. Mdgliche Nebenwirkungen beim Hund sind in der Regel
mild und treten selten auf. Sie auf3ern sich in Sedation, anticholinergen Effekten,
Zittern, Ataxie, Hyperasthesie, vermehrtem Speicheln, vermehrtem Juckreiz,

Keuchen und Exzitationen (Olivry und Miiller, 2003).

2.1.3.4. Allergenspezifische Immuntherapie

Die spezifische Immuntherapie (ASIT) (auch Hypo- oder Desensibilisierung) stellt
eine praxisrelevante Behandlungsmethode dar und wird seit Jahren in der
Behandlung der atopischen Dermatitis bei Mensch und Hund eingesetzt (Neshitt,
1978; Willemse et al.,, 1984; Muinster und Mitsch, 1996). Dabei werden die
verantwortlichen Allergene regelmaRig, in aufsteigender Konzentration und Uber
einen langeren Zeitraum hinweg subkutan injiziert, was zu einer Modulation der
Immunantwort und damit zur Verminderung der klinischen Symptomatik fuhrt
(Minster und Mitsch, 1996). Die Dosiserhéhung erfolgt bis zum Erreichen einer
Erhaltungsdosis (Griffin  und Hillier, 2001). Der Wirkungsmechanismus der
spezifischen Immuntherapie beim Hund ist noch nicht genau geklart, es gibt aber

verschiedene Hypothesen (Scott et al., 1995):
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1. Senkung des IgE-Spiegels (bisher nur beim Mensch beschrieben) (Munster und
Mitsch, 1996)

2. Verminderte Reaktivitat der Mastzellen und basophilen Granulozyten (Durham et
al., 1999)

3. Induktion blockierender Antikérper (Nachweis der Zunahme von allergen-
spezifischem IgG beim Hund) (Hites et al., 1989)

4. Toleranzentwicklung durch Erzeugung allergenspezifischer Suppressorzellen
(Willemse et al., 1984).

Es existieren verschiedene Behandlungsprotokolle fir die Durchfihrung der ASIT.
Die Unterschiede bestehen zum einen in den Applikationsintervallen und zum
anderen in der Form der Allergenextrakte. Uber den Erfolg der ASIT sind in der
Literatur unterschiedliche Angaben zu finden. Zwischen 50-100% der Hunde, die
einer ASIT unterzogen werden, zeigen nach mehr als 4 Monaten eine Verbesserung
der Symptome um bis zu 50% (Griffin und Hillier, 2001). Schlechte Therapieerfolge
wurden vor allem bei alteren Hunden beschrieben (Nesbitt 1978: 13% Erfolg bei 8-
11-jahrigen, DeBoer und Griffin, 2001 Alter > 5 Jahre schlechter Erfolg).
Nebenwirkungen der Immuntherapie kdnnen sowohl lokal, als auch generalisiert
auftreten. Lokale Nebenwirkungen, wie Schwellung und Rétung der Injektionsstelle,
sind haufig zu beobachten. Seltener kommt es zu Odemen, Schmerzen oder
Juckreiz. Generalisierte Nebenwirkungen koénnen sich in Schwache, Depression,
Angstzustanden oder Schlaflosigkeit, Hyperaktivitéat, Erbrechen, Durchfall durch
gesteigerte Darmmotilitdtt und vermehrtem Schlucken, Urtikaria/Angioddem,
Anaphylaxie und Juckreiz aufl3ern (Reedy et al., 1997; Rosser, 1998; Griffin und
Hillier, 2001; Scott et al., 2001). Die meisten Reaktionen treten innerhalb von 1-2
Tagen auf und verschwinden nach Stunden oder Tagen wieder (Griffin und Hillier,
2001).

2.1.3.5. Fettsauren

2.1.3.5.1. Nomenklatur

Fettsduren bestehen grundsatzlich aus einer vorrangig unverzweigten und wegen
der Synthese aus C2-Korpern (C=Kohlenstoffy meist geradzahligen

Kohlenwasserstoffkette mit einer endstandigen Carboxylgruppe. Je nach Grad ihrer



Literaturiibersicht 25

Wasserstoffsattigung und dem Vorliegen von Doppelbindungen spricht man von
gesattigten, einfach oder mehrfach ungeséttigten Fettsauren (Polyunsaturated Fatty
Acids, PUFA). Die physiologisch vorkommenden ungesattigten Fettsduren enthalten
eine oder mehrere isolierte cis-Doppelbindungen. Sie kommen im Organismus zum
geringen Teil frei vor, hauptsachlich sind sie jedoch Bausteine von
Phosphoglyzeriden, Glykolipiden, Sphingolipiden oder Cholesterinestern.

Die Einteilung der ungesattigten Fettsduren erfolgt anhand der Stellung der
Doppelbindung. Die Deltanomenklatur gibt die Stellung der ersten Doppelbindung
zum Carboxylende an und die Omeganomenklatur (n-Nomenklatur) beschreibt die
erste Doppelbindung vom Methylende aus gezahlt (z.B. Omega-3 und Omega-6-
Fettsduren). Die Umwandlung einer Fettsaure einer Familie in eine andere
Fettsaurenfamilie ist nicht moglich. Es werden kurzkettige FS (1 - 7 C-Atome),
mittelkettige FS (8 - 12 C-Atome) und langkettige FS (> 12 C-Atome) unterschieden.
Die meisten der etwa 50 natirlichen Fettsduren haben eine Kettenlange von acht bis

22 Kohlenstoffatomen.

2.1.3.5.2. Allgemeines zur klinischen Bedeutung und Wirkung

Eine Substanz, die vom Organismus nicht oder nicht ausreichend selbst synthetisiert
werden kann und deren Fehlen zu Mangelerscheinungen fihrt, die durch die Zufuhr
dieser Substanz wieder verschwinden, wird als essentiell bezeichnet. Da Wirbeltieren
die enzymatische Ausstattung fehlt, Doppelbindungen nach dem 9. C-Atom (delta 9)
in Fettsduren einzufiigen, sind diese essentiell und muissen Uber die Nahrung
aufgenommen werden (Ziboh und Chapkin, 1988). Somit stellen Linol- und a-
Linolensaure essentielle Fettsduren dar. Tiere und Menschen koénnen im
endoplasmatischen Retikulum und in den Peroxisomen aus diesen die
entsprechenden Derivate der Omega-3- bzw. Omega-6-Familie bilden (Mimouni et
al., 1991). Je nach Stoffwechsellage dienen die Uber die Nahrung aufgenommenen
Fettsduren dem Organismus zum Aufbau koérpereigener Lipide oder zum
Energiegewinn Uber die beta-Oxidation. Dabei gehen die Fettsauren in Abhangigkeit
von ihrer Kettenlange und der Anzahl ihrer Doppelbindungen unterschiedlich stark in
diesen Stoffwechselweg ein. Fettsduren mit hoherer Anzahl an C-Atomen werden
schlechter und Fettsauren mit héherer Anzahl an Doppelbindungen besser durch die

beta-Oxidation umgesetzt (Hiltunen et al., 1986; Reubsaet et al., 1989). Ein Mangel
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an essentiellen Fettsauren auflert sich in einer schuppigen Dermatitis, einem
verminderten Wachstum, einer erhohten Wasseraufnahme bei gleichbleibender
Harnabgabe und Fruchtbarkeitsstérungen (Ziboh und Chapkin, 1987). Ein Defizit an
n3-Fettsduren betrifft vor allem das Nervensystem und bedingt Polyneuropathien,
reduzierte Lernfahigkeit und Stérungen der Sehfahigkeit. Beim Hund kann sich ein
n3-Fettsduremangel in Blindheit manifestieren, die nur bei jingeren Tieren reversibel
ist (Waldron et al., 1998). Eine Studie konnte zeigen, dass nach 2- bis 3-monatiger
Verabreichung einer Fettsdauremangeldiat Hautveranderungen in Form von
stumpfem, trockenem Fell und Schuppen auftraten. Bestand der Mangel langer,
traten aullerdem Haarausfall und fettige Haut, besonders an den Ohren und
zwischen den Zehen, auf. Diese Symptome waren durch eine 3- bis 8-wochige Gabe

einer fettsaurereichen Diat revidierbar (Watson, 1998).

2.1.3.5.3. Essentielle Fettsauren und die epidermale Lipidbarriere

Die 1930 von Burr und Burr durchgefuhrten Untersuchungen tber die Auswirkungen
einer fettfreien Diat bei Ratten wiesen bereits auf einen Zusammenhang zwischen
essentiellen Fettsauren und der epidermalen Wasserbarriere hin. Die untersuchten
Tiere zeigten nach einer Eliminationsdiat einen starken Anstieg der
Wasseraufnahme, ohne dass vermehrt Wasser uber den Harn ausschieden wurde
(Burr und Burr, 1930). Das fuhrte zu der Annahme, dass mehr Wasser tber die Haut
verloren ging (Ziboh und Miller, 1990). Es konnte gezeigt werden, dass dieser
transepidermale  Flussigkeitsverlust durch eine lokale Linolsaureapplikation
ausgeglichen werden kann (Prottey, 1977). Die physikalische Struktur der
epidermalen Wasserbarriere besteht aus Platten gestapelter Lipiddoppelschichten,
welche die interzellularen Zwischenraume des Stratum corneum der Epidermis
ausfillen und Linolsaure (LA) enthalten (Ziboh und Miller, 1990). Fehlt diese in der
Nahrung so wird sie in der Haut durch Ol- oder Meadsaure ersetzt, die jedoch nicht
die gleiche Funktion Ubernehmen koénnen. Eine Stérung der epidermalen
Wasserbarriere fihrt durch die erhdhte Abgabe von Wasser zu trockener und
schuppiger Haut und fordert das Eindringen von Substanzen, z.B. Allergenen. Auch
die Zell-Zell-Adhéasion ist ein wichtiger Teil der Lipidbarrierefunktion und essentielle
Fettsauren zeigen eine positive Wirkung auf die Ausbildung von ,tight junctions®,

Desmosomen und die Matrixadhasion von Epithelzellen (Jiang et al., 2000).
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2.1.3.5.4. Essentielle Fettsauren und Zellmembranen

Die langkettigen Fettsauren Dihomogammalinolensdure (DGLA), Arachidonsaure
(AA), Eicosapentaensaure (EPA) und Docosahexaensaure (DHA) werden vor allem
in die zellularen Membranen eingebaut und weniger zum Energiegewinn genutzt
(Sardesai, 1992b). Als Bestandteile der &uf3eren Zellmembran und der Membranen
von Zellkernen und Mitochondrien haben diese Fettsduren einen entscheidenden
Einfluss auf die Membranfluiditat. Roth und Kirchgessner konnten eine Verbesserung
der Hamolyseresistenz von Erythrozytenmembranen nach der Gabe von LA oder
EPA bei Ratten zeigen (Roth und Kirchgessner, 1992). Calder und Mitarb. konnten
nach der Verabreichung mehrfach ungesattigter Fettsduren eine erhohte
Membranfluiditat kultivierter Lymphozyten beobachten (Calder et al., 1994).
Membranfettsauren zeigen auflerdem eine Wirkung auf die Aktivitdit von
membrangebundenen Enzymen, wie der Adenylatzyklase, der 5 -Nukleotidase und
der Na+-/ K+-ATPase sowie auf die Rezeptoraffinitat und -aktivitat, die
SignalUbertragung und auch auf die Membranpermeabilitdt und Transportvorgange

innerhalb der Membranen (Sardesai, 1992c).

2.1.3.5.5. Fettsauren und das Immunsystem

Essentielle  Fettsauren  besitzen  durch ihre  Wirkung auf  Zytokine
immunmodulatorische Eigenschaften (Olivry et al., 2001b). Es konnte gezeigt
werden, dass es nach der Verabreichung einer n3-fettsdurehaltigen Diat zu einer
verringerten Bildung von IL-1 in den Monozyten klinisch gesunder Menschen kam
(Mantzioris et al., 2000). Des Weiteren konnte nach der Verabreichung von n3-
Fettsauren eine Senkung der Synthese von IL-1 und des TNF-a in den Makrophagen
von Mausen beobachtet werden (Wallace et al., 2000). Bei gesunden Frauen konnte
nach n-3 Fettsauresubstitution eine Senkung der IL-2-Produktion und eine Hemmung
der T-Zell-Bildung gefunden werden (Meydani et al., 1991). IL-2 ist ein starker
Aktivator der T-Zell-Proliferation (Lloyd, 1989). Auch Chapkin und Mitarb. bestéatigten
in einem Zellkulturmodell eine hemmende Wirkung von n3-Fettsauren auf die
Lymphozytenproliferation (Chapkin et al., 2002). Eine proliferationshemmende
Wirkung der Fettsauren auf periphere Blutmonozyten wurde auch bei Hunden
beobachtet (Stehle et al., 2007). EPA soll zudem einer Verminderung der Thl-
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Antwort fuhren, die bei chronischen Entziindungen verstarkt ist (Gil, 2002). Somit
besitzen n3-Fettsauren einen immunsuppressiven Effekt.

Im Gegensatz zu den n3-Fettsauren fihrte die Verabreichung einer
linols&urehaltigen Diat bei Mausen zu einer Erh6hung von IL-6 im Plasma der Tiere
(Chavali und Forse, 1999). Durch die Gabe eines A5-Desaturasehemmers konnte
dies ruckgéngig gemacht werden, was zu einer Anreicherung von DGLA fuhrte. Yoon
und Mitarb. zeigten, dass sich durch eine DGLA-reiche Nahrung bei Menschen mit
atopischer Dermatitis der IFN-y-Gehalt im Blutplasma erhéht (Yoon et al., 2002). Da
IFN-y die von IL-4 ausgeloste IgE-Synthese hemmt, wéare eine Nutzung in der
Therapie der atopischen Dermatitis mdglich (Lloyd, 1989).

Die ,peroxisome proliferator-activated receptors® (PPARs) a und y stellen wichtige
Transkriptionsfaktoren dar, die u.a. die Genexpression von Enzymen des Glukose-
und Fettstoffwechsels beeinflussen. PPARa bindet EPA und Olsdure und seine
Wirkung beruht auf der Bildung von Fettsauretransportern und -bindungsproteinen
sowie Enzymen des Fettstoffwechsels. Auch PPARy bindet EPA und fuhrt so zu
einer Hemmung der Bildung von Zytokinen, der Funktion des Nuklearfaktors kB und
der COX-2 Expression. Auch fuhrt diese Bindung zu einer erh6hten Expression der
Lipoproteinlipase und von Fettsduretransportern (Jump, 2002).

Ishihara und Mitarb. untersuchten die Lipooxygenase (LOX) Aktivitat an der
Mausmastzelllinie MC/9. Diese Zellen produzierten LTB4, LTC4 und 5-HETE nach der
Zugabe von AA. Die Supplementierung des Mediums mit EPA oder DHA hemmte
dagegen die Bildung dieser Lipidmediatoren (Ishihara et al., 1998).

Die Haupthistokompatibilitatskomplexe (HLA) HLA-DR und HLA-DP sind ein weiterer
Angriffspunkt von Fettsauren auf die Genexpression. So konnten Hughes und Mitarb.
eine verminderte Expression der HLAs auf Monozyten von Menschen, die eine
fischolreiche Diat erhielten, finden. HLAs spielen eine wichtige Rolle in der
humoralen und zellvermittelten Immunantwort (Hughes et al., 1996).

Eine verringerte Antigenprasentation und T-Zellaktivitat sowie eine verringerte
entziindungsfordernde Zytokinexpression in der Haut sind somit vermutlich die
Grunde fur eine reduzierte klinische Symptomatik nach Fettsauregabe bei CAD
(Muller et al., 2004; Mdller et al., 2005a) und immunologischen Dysregulationen

(Arthritis, autoimmune Nephritis, Psoriasis, ulzerative Kolitis) (Chandra, 1989).
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2.1.3.5.6. Eicosanoide

Als Eicosanoide (griech. Eicosa = 20) wird eine Gruppe von hydrophoben
hormonéhnlichen Substanzen bezeichnet, die als Immunmodulatoren und
Neurotransmitter wirken und an entzindlichen Prozessen im Korper beteiligt sind.
Aus den mehrfach ungesattigten Fettsauren kann in den meisten Geweben eine
Vielzahl von Lipidmediatoren oder Eicosanoiden (Prostaglandine, Prostazykline,
Leukotriene, Thromboxane und Fettsdurenhydroxide) gebildet werden. In
Abhangigkeit von der als Substrat genutzten Fettsdure entstehen so unterschiedlich
wirksame Mediatoren. Dabei stellt Arachidonsaure das wichtigste Substrat dar, da sie
eine der am haufigsten vorkommenden Fettsauren ist (Ziboh et al., 2000). Die aus
AA gebildeten Mediatoren wirken u.a. entztindungsfordernd. Fur die Bildung der
Lipidmediatoren ist eine Abspaltung der Fettsduren von den Membranphospholipiden
notwendig, was mit Hilfe der Phospholipasen geschieht (Smith, 1992). Die gebildeten
Mediatoren sind sehr kurzlebig und vermitteln ihre Effekte Uber spezifische
Rezeptoren auf der Oberflache der Plasmamembran. Die freien Fettsduren kdnnen
durch drei verschiedene Enzymsysteme in ihre wirksamen Metabolite umgewandelt
werden (Smith, 1989). So entstehen durch die Prostaglandin H Synthase oder
Zyklooxygenase die Prostaglandine und Thromboxane. Uber den Lipoxygenaseweg
werden die Leukotriene und Fettsaurenhydroxide gebildet und mittels der Zytochrom

P450-Epoxygenase entstehen Fettsaurenepoxide.

Indem sie eine Zunahme an entzindungshemmenden Eicosanoiden und eine
Abnahme an entzindungsférdernden Entzindungsmediatoren bewirken, koénnen
Fettsauren zu einer Minderung der Hautentziindung beitragen. Die Synthese von
Lipidmediatoren wurde bisher besonders an isolierten Endothelzellen untersucht.
Diese bilden aus AA PGIl, und geringe Mengen PGE,. Die Bildung dieser
Prostaglandine konnte in vielen untersuchten Endothelzellkulturen durch eine EPA-
Zugabe zum Kulturmedium gesenkt werden (Spector et al., 1983; Croset et al.,
1999). Eine Hemmung der PGI>- und PGE,-Synthese konnte auch durch eine
Zugabe von a-Linolensdure und DHA bewirkt werden, wahrend die Zugabe von LA
und AA keine Effekte auf die PG-Produktion hatte (Yerram et al., 1989). Auch durch
eine Zugabe der Fettsduren ETA und Adrensaure konnte eine PGl, Hemmung an
kultivierten Endothelzellen beobachtet werden (Mann et al., 1986; Croset et al.,
1999). Verschiedene Studien berichten von positiven Effekten durch die

Verabreichung von essentiellen Fettsduren auf die Konzentration von Leukotrienen
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bei Menschen (Wright und Burton, 1982; Gimenez-Arnau et al., 1997). In der
Humanmedizin kdnnen auch Leukotrien-Inhibitoren therapeutisch eingesetzt werden
(Carucci et al., 1998; Marsella, 2001). Vergleichende Untersuchungen bei Hunden
konnte bislang jedoch keine deutlichen Konzentrationsunterschied der Leukotriene
bei erkrankten im Vergleich zu gesunden Hunden nachweisen (Mduller-Plettenberg,
1989). Kilinisch konnten nur geringe oder Kkeine positiven Effekte von
Leukotrieninhibitoren gezeigt werden, weshalb diese nicht als Therapeutika
empfohlen werden (Olivry und Muller, 2003).

Fischol enthalt die Omega-3-Fettsaure EPA. Durch die Futterung von Fischél wird
EPA anstelle von AA in die Zellmembran eingebaut, was wiederum zu einer
verminderten Produktion an proinflammatorischen Entziindungsmediatoren fihrt.
EPA kann zusatzlich durch die Enzyme 5-LOX und COX zu
entziindungshemmenden Eicosanoiden abgebaut werden.

Zwei tiermedizinische Arbeiten untersuchten Hunde, die eine Didt mit einem
erniedrigten Omega-6:0mega-3-Fettsduren-Verhaltnis und einem hoheren Gehalt an
Omega-3-Fettsauren erhielten (Vaughn et al., 1994; Bryne et al., 2000). In diesen
Studien konnte eine verminderte Konzentration und Produktion von epidermalem
Leukotrien B4 beobachtet werden. LTB, wird in der Epidermis von neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Monozyten aus AA synthetisiert und gehort zu den
proinflammatorischen Eicosanoiden. Patienten mit AD weisen oft eine hohe
Konzentration an LTB4 in der Haut auf (Ruzicka et al., 1986). LTB4 bewirkt einen
stark ausgepragten chemotaktischen Reiz auf neutrophile Granulozyten und
Lymphozyten (Strom und Thomsen, 1990). Es wird vermutet, dass die
beschriebenen Konzentrationen an LTB4 in der Haut eine Entziindungsreaktion
initiieren und T-Helferzellen vermehrt gebildet werden (Ruzicka et al., 1986; Ruzicka,
1989). Jedoch ist die Rolle von LTB4 bei der CAD nach Olivry und Mitarb. weiterhin
umestritten (Olivry et al., 2001c). Furst und Kuhn empfehlen aufgrund der Wirksamkeit
von FS Uber Lipidmediatoren auf das Immunsystem und im Entziindungsgeschehen
ein Verhaltnis von n6- zu n3-Fettsauren in der Nahrung von 2-2,5 zu 1 (Furst und
Kuhn, 2000). Menschen sollten 1-2% der taglichen Energiemenge als LA und 0,2-
0,5% der taglichen Energiemenge als a-Linolensaure aufnehmen (Sardesai, 1992a;
Stanner, 2000). Simopoulos und Mitarb. empfehlen eine tagliche Aufnahme von 4,44
g (2%) LA und 2,22 g (1%) a-Linolenséure sowie je 0,22 g (0,1%) EPA und DHA
(Simopoulos et al., 1999).
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2.1.3.5.7. Fettsauren als Therapie

Die ersten Berichte Uber die Therapie der CAD mit essentiellen Fettsauren stammen
von 1987 (Bjorneboe et al.,, 1987). Zahlreiche Studien konnten seitdem die
Wirksamkeit von Fettsduren zur Reduktion von Juckreiz und Entziindungen
nachweisen (Scott et al., 2001; Muller et al., 2004). Aufgrund der Ergebnisse der
Studie von Miuller und Mitarb. l&sst sich vermuten, dass neben der effektiven Dosis,
der Aufnahmemenge und dem Omega 6:0mega-3-Verhaltnis weitere Faktoren an
der Wirkung von essentiellen Fettsauren beteiligt sind. Durch die orale Gabe
verschiedener Fettsauren konnten der Atopie-assoziierte Juckreiz und die
Entziindungssymptome bei Hunden gemindert werden (Bond und Lloyd, 1992; Scott
et al.,, 1992; Logas und Kunkle, 1994). Deshalb wird eine Supplementierung von
Omega-6-Fettsauren (GLA) (Scarff und Lloyd, 1992), von Kombinationen aus GLA
und Omega- 3-Fettsauren (EPA und DHA) (Bond und Lloyd, 1992; Scott et al., 1992;
Scott et al., 2001), variablen Dosen an Omega-3 Fettsauren (Logas und Kunkle,
1994), mit Omega-3-Fettsduren supplementierten Diaten oder Diaten mit einem
festgesetzten Gehalt an Omega-6:0mega-3-Fettsduren-Verhaltnis (Scott et al., 1997)
bei atopischer Dermatitis empfohlen.

Die Therapie mit Fettsduren und anderen Medikamenten ist facettenreich und muss
auf jeden Patienten individuell abgestimmt werden. Dabei ist zu beachten, dass,
sollite ein Produkt keine Wirkung zeigen, Versuche mit unterschiedlichen
Produkten/Medikamenten durchaus sinnvoll sind (Scott et al., 1992; Scott et al.,
2001). Eine Kombination mit einem Antihistaminikum kann synergistisch wirken
(Paradis et al., 1991; Paterson, 1995). Positive Effekte wurden auch bei einer
Kombinationstherapie mit Glukokortikoiden beschrieben (Scott et al., 2001; Saevik et
al., 2004).

Nebenwirkungen werden selten mit einer FS-Supplementierung assoziiert,
gelegentlich kann jedoch reversibler Durchfall auftreten. In vereinzelten Fallen konnte
das Auftreten einer Pankreatitis nach Behandlung mit Fettsduren beobachtet werden
(Scott et al., 2001).
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2.1.4. Ziel der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie sich die Gabe essentieller
Fettsauren auf die Zahl der Entziindungszellen in der Haut atopischer Hunde
auswirkt. Dazu wurden vor und nach der Gabe zweier Fettsdurepraparate und eines
Plazebos Hautbiopsiestanzen entnommen und diese histologisch ausgewertet. Die
Ergebnisse der Zellzdhlungen wurden im Anschluss mit den klinischen Befunden

korreliert.
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1 Material und Methoden

3.1. Einschlusskriterien fiir die Hunde in die Studie

Insgesamt 28 Hunde aus dem Patientengut sowie von Studenten und Angestellten
des Veterinary Teaching Hospital der Colorado State Universitat, USA wurden
wahrend des Frihjahrs und Sommers 2001 in die Studie aufgenommen. Das
Protokoll der Studie wurde durch das Animal Care und Use Committee der Colorado
State Universitat gepruft und bewilligt (Welfare Assurance Nummer A3572-01).

Die Diagnose atopische Dermatitis wurde auf Grund des Vorberichtes, des klinischen
Erscheinungsbildes, dem Ausschluss von Differentialdiagnosen wie zum Beispiel der
Flohbiss- und Futtermittelallergie sowie des Milbenbefalles durch entsprechende
Test- und Nachweisverfahren gestellt (DeBoer und Hillier, 2001). Zusatzlich wurden
die auslosenden Allergene Uber einen Intrakutan- oder Serum-IgE-Allergentest
ermittelt (Hillier und DeBoer, 2001).

3.2. Anamnestische Patientendaten

3.2.1. Altersverteilung

Das Alter der Hunde variierte bei Erstvorstellung zwischen 1 und 10 Jahren. Der
Altersdurchschnitt betrug 5 Jahre (Median 5,28). Die Details der Altersverteilung sind
Abbildung lll-1 zu entnehmen.

5 1

Anzahl der Tiere

Abbildung IlI-1:

Altersverteilung der
teilnehmenden Hunde

4 5 6 7 8 9 10

Alter der Tiere
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3.2.2. Geschlechtsverteilung

Unter den Studienteilnehmern Uberwogen die mannlichen (n=21) gegenuber den
weiblichen Tiere (n=7). Sieben der weiblichen Tiere und 18 der mannlichen Tiere

waren kastriert.

3.2.3. Gruppenverteilung und Fettsduregabe

Die Hunde wurden mit Hilfe einer Tabelle zufallig verteilter Nummern durch einfache
Randomisierung einer von drei Gruppen zugeteilt. Tiere der Gruppe 1 (LO) (n=11)
erhielt Leindl Kapseln (Flaxseed oil capsules, Traco Labs, Chamaign; lllinois, USA),
die pro 1000mg Kapsel 570 mg a-Linolsdure (ALA; n-3) und 170 mg LA (n-6)
enthalten. Die Dosis wurde auf 200 mg/kg Koérpergewicht (KG) festgesetzt. Das
entspricht einer Einnahme von 114 mg ALA/kg KG und 34 mg LA/kg KG.

Die Tiere der Gruppe 2 (KP) (n=9) erhielten ein kommerziell erhaltliches Produkt (3V
Caps, DVM Pharmaceuticals, Miami, Florida, USA) aus Eicosapentaensaure (EPA)
und Docosahexaensaure (DHA) mit der folgenden Dosierung: EPA 250mg/Kapsel;
50mg/kg KG und DHA 116mg/ Kapsel; 33mg/kg KG.

Die Hunde der Gruppe 3 (PB) (n=8) erhielt 200 mg/kg KG eines Plazebos (Paraffin
Oil, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

3.3. Studienprotokoll

Die Tiere wurden fur die Dauer von 10 Wochen supplementiert. Weder die Besitzer
noch die behandelnden Tierarzte wussten, welcher der drei Gruppen die Tiere
zugehorig waren. Anhand eines Fragebogens bewerteten Tierarzte und Besitzer
mittels  einer  Punktebewertung den Juckreiz und die auftretenden
Hautveranderungen vor und nach der Behandlung (siehe 9.11.2). Der Juckreiz wurde
anhand einer visuellen Analogskala von 0-30 ausgewertet, das linke Ende der nicht-
skalierten Linie (0) stand fur Abwesenheit von Juckreiz, das rechte Ende (30) fur
standigen und schweren Juckreiz. Fur die Ermittlung der klinischen Scores wurden
drei Lasionstypen (Erythem, Papeln und Krusten) von 0 (abwesend) bis 4,5
(hochgradig) bewertet und deren einzelne Scores addiert. Eine Ubersicht aller

ermittelten Scores ist dem Anhang zu entnehmen (siehe 9.9).
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3.4. Biopsieprobenentnahme

Jedem Tier wurde eine Hautstanzbiopsie unmittelbar vor und nach der zehnwdchigen
Fettsaure- bzw. Plazebosubstitution entnommen. Die Proben wurden bei allen Tieren
im Bereich des lateralen Thorax genommen, wobei darauf geachtet wurde, stark
veranderte Hautareale nicht zu bioptieren. Die Haut wurde lokal mit 2%igem
Lidocainhydrochlorid (Lidocaine hydrochloride, Fujisawa, Deerfield, lllinois, USA)
anasthesiert. Fur die Durchfuhrung der Hautstanzen wurden sterile Biopsiestanzen
mit einem Durchmesser von sechs Millimetern (Disposable biopsy punch, Stiefel

Laboratories, Coral Gables, Florida, USA) verwendet.

3.5. Fixation

Die Hautbiopsien wurden sofort nach der Entnahme in 4% neutral gepuffertem
Formaldehyd (SAV 25000-4-1, Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken SAV)

verbracht und dort bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.6. Paraffineinbettung und Schnittherstellung

Die Entwasserung und Einbettung in Paraffin erfolgte nach folgendem Schema
maschinell in einem Einbettungsautomaten (Histomaster 2050/DI, Bavimed,

Birkenau):
Spilen mit Aqua dest.: 30 Minuten
Ethanol 70 %: 2 x1,5 Stunden
Ethanol 96 %: 2 x1,5 Stunden
Ethanol 100 %: 2 x1,5 Stunden
Xylol (Intermedium): 2 x 30 Minuten
Xylol: 1,5 Stunden
Paraffin bei 60°C: 2 Stunden
Paraffin bei 60°C: 3 Stunden

Danach wurden die Gewebeproben ausgegossen und Paraffinblocke an einer
Ausgiel3station (TBS 88 Paraffin Embedding System, Medite Medizintechnik,

Burgdorf) hergestellt. Von den Blocken wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms



Material und Methoden 36

(HM 315, Microm, Walldorf) ca. 4 — 6 um dicke Schnitte gefertigt, diese dann auf
einem 40°C warmen Wasserbad (Daglef Platz, Wankendorf) gestreckt und auf
geschliffene Objekttrager (76x26 mm, VWR International, Darmstadt) aufgezogen. Im
Anschluss trockneten die Schnitte fir mindestens 24 Stunden bei 37°C in einem
Warmeschrank (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach).

3.7. Farbung der Paraffinschnitte

Vor dem Farben wurde das Paraffin mittels Xylol (Isomerengemisch, SAV LP,
Flintsbach am Inn) aus den Schnitten entfernt. Dazu wurden die Schnitte fir 20
Minuten in Xylol verbracht. Anschlieend erfolgte die Rehydrierung durch kurzes
Eintauchen in einer absteigenden Ethanolreihe: 2 x 100 %, 2 x 96 %, 1 x 70 %, Aqua
dest..

3.7.1. Hamalaun-Eosin-Farbung

In dieser Routinefarbung wurden die Schnitte auf allgemeine pathomorphologische

Merkmale hin ausgewertet.

Mayers Hamalaun (AppliChem A0884) 4 Minuten
Wassern in flieRendem Leitungswasser 5 Minuten
Eosin 1% (siehe 9.3.4) ca. 2 Sekunden
Aqua dest. Spulung 3 Sekunden
Dehydrierung: Aqua dest.: 1 Sekunde
Ethanol 70 %: 1 Sekunde
Ethanol 96 %: 2 x 1 Sekunde
Ethanol 100 %: 2 x 1 Sekunde
Xylol in mehreren Portionen (Isomerengemisch, s.0.): insgesamt 1 Minute

Im Anschluss wurden die Schnitte mit Eukitt (Roti®-Histokitt 1l, Carl Roth® GmbH &
Co. KG, Karlsruhe) eingedeckt.
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3.7.2. Giemsa Farbung
In der Farbung nach Giemsa farben sich Zellkerne unterschiedlich blau, eosinophile
Granula (z.B. in eosinophilen Granulozyten) rot und Mastzellgranula rotviolett.

Mastzellen und Bakterien lassen sich durch diese Farbung besonders gut darstellen.

Giemsa Gebrauchsldsung (siehe 9.3.2) bei 65°C: 1 Stunde
Aqua dest. Spulung: 3 Sekunden
Differenzierung in Essigsaure 0,5% (siehe 9.3.3) 1 Sekunde
Ethanol 96 %: 2 Sekunden
2 x Ethanol 100 %: Je 2 Sekunden
Dehydrierung: Aqua dest.: 1 Sekunde
Ethanol 70 %: 1 Sekunde
Ethanol 96 %: 2 x 1 Sekunde
Ethanol 100 %: 2 x 1 Sekunde
Xylol in mehreren Portionen (Isomerengemisch, s.0.): Insgesamt 1 Minute

Im Anschluss wurden die Schnitte mit Eukitt (Roti®-Histokitt 1l, Carl Roth® GmbH &
Co. KG, Karlsruhe) eingedeckt.

3.7.3. Luna Farbung

Die Luna-Farbung ist gut geeignet, um eosinophile Granulozyten bzw. deren Granula
darzustellen. Die Farbeldsung wurde nach dem Manual of Histologic Staining
Methods des Armed Forces Institute of Pathology hergestellt (Luna, 1968).

Direkt vor der Farbung wurde eine Weigerts-Eisen-Hamatoxylin-Gebrauchslosung
(WEHG) (siehe 9.3.5) und im Anschluss eine Biebrich-Scharlach-Lésung (BSL)
hergestellt. Durch Mischen der beiden Lésungen (180 ml WEGH mit 20 ml BSL)
entstand die gebrauchsfertige Hamatoxylin-Biebrich-Scharlach-Gebrauchslésung
(HBSG).

Hamatoxylin-Biebrich-Scharlach-Gebrauchslésung 5 Minuten
(siehe 9.3.5):

Differenzierung in 1%iger saurer Etanollésung 8 x 1 Sekunde
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(siehe 9.3.6) bis die Kerne sich gut darstellen:

Abspilen mit Leitungswasser 1 Minute

(zum Entfernen des sauren Ethanols):

0,5 % Lithium-Karbonat-Losung (siehe 9.3.7) 5 x 1 Sekunde
(bis zum Farbumschlag nach blau):

Absptlen unter flieBendem Wasser: 2 Minuten
Dehydierung: Aqua dest.: 1 Sekunde

Ethanol 70 % 1 Sekunde

Ethanol 96 % 2 x 1 Sekunde

Ethanol 100 % 2 x 1 Sekunde
Xylol in mehreren Portionen (Isomerengemisch, s.0.): Insgesamt 1 Minute

Im Anschluss wurden die Schnitte mit Eukitt (Roti®-Histokitt 1l, Carl Roth® GmbH &
Co. KG, Karlsruhe) eingedeckt.

3.8. Immunhistochemie

3.8.1. Allgemeines zur Methodik

Als Immunhistochemie (IHC), die in der Literatur auch Immunhistologie oder Immun-
bzw. Antikbrperfarbung genannt wird, wird in der Medizin und Biologie eine Methode
bezeichnet, mittels derer Antigene anhand von Antikdrpern sichtbar gemacht werden.
Fur Antikorperfarbungen wird fixiertes Gewebe verwendet, beispielsweise
Mikrotomschnitte von Organen. Der Nachweis beruht auf der Affinitat von Antikdrpern
zu einem bestimmten Epitop des Antigens. Der markierte Antikbrper wird vom
Antigen gebunden und dann farblich dargestellt. Bei der indirekten Methode wird in
einem ersten Schritt ein spezifischer Antikorper, auch Priméarantikérper genannt, auf
das zu untersuchende Gewebe aufgebracht. Im né&chsten Schritt wird ein
sogenannter Sekundarantikorper aufgetragen, der sich gegen die Immunglobuline
des Primarantikdrpers richtet. Dieser zweite Antikorper ist mit einem Enzym
gekoppelt und l6st durch eine Enzym-Substrat-Reaktion die Farbentstehung am Ort

des Antigens aus.

Die immunhistochemischen Methoden sollten zum quantitativen Nachweis der

Lymphozytensubpopulationen in den zu untersuchenden Hautbiopsien eingesetzt
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werden. Dabei sollte der polyklonale anti-CD3-Antikorper (DAKO Diagnostika GmbH,
Hamburg, Kat-Nr. A045201) aus dem Kaninchen in der vorliegenden Arbeit dem
Nachweis von T-Zellen dienen. Dieser Antikdrper richtet sich gegen ein
intrazytoplasmatisches Epitop der e-Kette des CD3-Komplexes (Mason et al., 1989).
B-Zellen sollten mit Hilfe eines Oberflachenantikbrpers gegen das CD20 Molekdil
(LABVISION, Fremont CA, USA, Kat-Nr. RB-90 13-PO) nachgewiesen werden.
CD20 ist ein 33kDa groRes Antigen der B-Lymphozyten, dass aus vier
transmembrandsen Regionen und zytoplasmatischen N- und C-Termini besteht. Der

Antikorper stammte ebenfalls aus dem Kaninchen.

Methodisch wurden die Gewebeproben zundchst mit dem priméaren unkonjugierten
Antikorper beschichtet. Hierauf folgt der unkonjugierte Sekundarantikdrper, auch
Briickenantikdrper genannt. Primarantikdrper sowie Antikérper des Enzym-Immun-
Komplexes sollten aus derselben Spezies stammen, damit der Sekundarantikdrper
sie miteinander verbinden kann. Dabei muss der Bruckenantikbrper zwei
Anforderungen erfullen: er muss gegen Immunglobuline der Spezies gerichtet sein,
aus der sowohl der Priméarantikorper, als auch die im Immunkomplex gebundenen
Antikérper stammen; er muss im Uberschuss vorliegen, damit einer der beiden Fab-
Arme an den Primé&rantikdrper bindet und der andere fur den AntikGper aus dem
Enzym-Immun-Komplex zur Verfugung steht (Noll und Schaub-Kuhnen, 2000). Zur
Sichtbarmachung der Antikorperbindung wurde der Avidin-Biotin-Komplex
(Vectastain: PK-6100, Linaris Biologische Produkte GmbH, Wertheim) nach Angaben
des Herstellers verwendet (Hsu et al., 1981).

3.8.2. Durchfuhrung

Nach Einbettung in Paraffin und Herstellung der Schnitte unter Verwendung
silanisierter Objekttrager (76x26 mm, StarFrost, VWR International, Darmstadt),
wurden die Schnitte in Xylol (Isomerengemisch, SAV LP, Flintsbach am Inn)
entparaffinisiert (2 x 10 Minuten). Im Anschluss folgte die Rehydrierung durch
mehrmaliges kurzes Eintauchen in einer absteigenden Ethanolreihe (2 x 100 %, 2 X
96 %, 1 x 70 %, Aqua dest.) und das Demaskieren der Schnitte (Mikrowelle: 10mM
Citratpuffer pH 6,0 bei 700 Watt fir 2 x 10 Minuten).

Die immunhistologische Reaktion fir die Primarantikérper gegen CD3 und CD20

wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:
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Inaktivierung der endogenen Peroxidase mit 1%igem H,0O,

15 Minuten

Spulenin TBS (0,05 M, pH 7,6) (siehe 9.3.9)

10 Minuten

Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen im Gewebe

mit Ziegennormalserum, 1:10 verdinnt mit TBS

30 Minuten, feuchte
Kammer bei RT

Inkubation mit dem Primarantikérper (Rb anti-CD3, DAKO 1 Stunde, RT
Diagnostika GmbH, Hamburg, Nr. A045201 bzw. RB anti-

CD20, LABVISION, Fremont CA, USA, Kat-Nr. RB-90 13-

PO), 1:100 verdinnt mit TBS

Spulenin TBS 10 Minuten

Inkubation mit dem Sekundarantikérper (biotinylierter Ziege
anti-Kaninchen-lgG, VECTOR: BA-1000, Linaris Biologische
Produkte GmbH, Wertheim), 1:200 verdiinnt mit TBS

1 Stunde, feuchte

Kammer bei RT

Spulenin TBS

10 Minuten

Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex (Vectastain: PK-
6100, Linaris Biologische Produkte GmbH, Wertheim), 1:100
verdinnt mit TBS

30 Minuten, feuchte

Kammer bei RT

Spulenin TBS 10 Minuten

Chromogenreaktion mit H,O, DAB-LOsung (Bio Trend, Nr. 5 Minuten

4170, Biotrend Chemikalien GmbH, KéIn)

Spulen in flieRendem Leitungswasser 5 Minuten

Gegenfarben mit Mayers Hamalaun (AppliChem GmbH, 1 Minute

Darmstadt, Nr. A0O884)

Blauen in flieBendem Leitungswasser 5 Minuten

Entwéassern: Aqua dest. 1 Sekunde
Ethanol 70 % 1 Sekunde

Ethanol 96 %

2 x 1 Sekunde

Ethanol 100 %

2 x 1 Sekunde

Xylol in mehreren Portionen (Isomerengemisch, s.0.)

Insgesamt 1 Minute
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Im Anschluss wurden die Schnitte mit Eukitt (Roti®-Histokitt 1l, Carl Roth® GmbH &
Co. KG, Karlsruhe) eingedeckt.

Die immunhistochemischen Farbungen erbrachten nur sehr inkonsistente
Farbeergebnisse. Dies kénnte auf eine lange Lagerung der Proben in Formaldehyd
(FD) zuruckzufihren sein. Formaldehydfixierung gilt als der Goldstandard fir die
Routinehistologie und die Immunhistochemie. Formaldehyde fixieren und
konservieren vor allem Peptide und die generelle Struktur von Zellorganellen. Sie
interagieren auch mit Nukleinsauren, haben jedoch wenig Einfluss auf Kohlenhydrate
(Eltoum et al., 2001). In kalziumhaltigem Gewebe stellt FD ein gutes Finanz fir Lipide
dar (Jones, 2002). In Losung ist es in der Lage, die folgenden Aminosauren zu
binden: Lysin, Tyrosin, Asparagin, Histidin, Arginin, Cystein und Glutamin (Shi et al.,
2000). Der zu Grunde liegende Mechanismus der Gewebefixierung mit FD ist die
Formation von Additionsprodukten (reaktive Hydroxymethylbindung) zwischen dem
Formalin und ungeladenen reaktiven Aminosauregruppen (-NH oder NH) und der
anschlieRenden Ausbildung von Brickenbindungen (Dapson, 1993). So formt die
Hydroxymethylgruppe in der Anwesenheit eines zweiten reaktiven Hydrogens eine
Methylenbriicke. Das endgiltige Ergebnis einer FD-Fixierung ist die
Konformationsdnderung von Makromolektlen, die die Erkennung von Proteinen
(Antigenen) durch Antikoérper erschwert bzw. unméglich macht (Montero, 2003).
Diese Veranderungen modifizieren die dreidimensionale (Tertiar- und Quartér-)
Struktur von Proteinen, wéahrend die Primé&r- und Sekundarstruktur nur wenig
beeintrachtigt wird (Mason und O'Leary, 1991; Hayat, 2002c). Aus diesem Grund
muss bei ca. 85% der in Formalin fixierten Antigene ein sog. Antigen-Retrieval (auch
Demaskierung) durchgefiihrt werden, um die Blockierung der sichtbarzumachenden
Antigene aufzuheben. Die Fixation in Formalin ist ein progressiver, zeit- und
temperaturabhangiger Vorgang und eine zu lange Fixierung kann durch eine
Beeinflussung des Antigen-Retrievals zu falsch negativen oder falsch positiven
Ergebnissen der IHC fihren (Hayat, 2002c; Taylor et al., 2002; Ramos-Vara, 2005;
Oyama et al., 2007). Eine lange Spilung von formalinfixiertem Material unter
flieBendem Leitungswasser reduziert eine weitere Fixation durch die Beseitigung von
ungebundenem Formalin (Hayat, 2002c), bereits bestehende Brickenbindungen
kénnen jedoch nicht aufgehoben werden (Eltoum et al., 2001). Auch verhindert eine
Langzeitlagerung von formalinfixiertem Material in Alkohol die Formation weiterer

Brickenbindungen und kann dadurch einen positiven Effekt auf die Antigendetektion
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haben. Die Folgen einer zu langen Fixierung kdnnen auch teilweise durch das
Einweichen des Gewebes in einer konzentrieren Ammoniaklésung unter Zugabe von
20%igem Chloralhydrat riickgangig gemacht werden (Lhotka und Ferreira, 1949). Da
das Gewebe fur diese Studie bereits in Form von Paraffinblécken vorlag, war es nicht
moglich, eine der oben beschriebenen Behandlungen zur Verbesserung der IHC

Ergebnisse durchzufuhren.

Zu den moglichen Antigen-Retrieval Methoden gehoéren vor allem enzymatische und
hitzebasierte Methoden, wobei die Hitzebehandlung in der Mikrowelle und die
Proteasenvorbehandlung die gebrauchlichsten Methoden darstellen (Ramos-Vara,
2005). Fraenkel-Conrat und Mitarb. konnten zeigen, dass die chemischen
Reaktionen zwischen Proteinen und Formalin zumindest teilweise durch eine hohe
Temperatur oder eine alkalische Hydrolyse ruckgangig gemacht werden kénnen
(Fraenkel-Conrat et al., 1947; Fraenkel-Conrat und Olcott, 1948a, b). Die genauen
Mechanismen der Hitzebehandlung sind nicht gekléart, es gibt jedoch verschiedene
Erklarungsansatze. So wird eine Demaskierung der Epitope z.B. auf eine Hydrolyse
der Methylenbriicken zuriickgefuhrt (Van Hecke, 2002). Es mussen jedoch auch
andere Faktoren eine Rolle spielen, da eine Hitzebehandlung auch positive Einfllisse
auf die IHC von ethanolfixiertem Gewebe hat, in dem es nicht zur Ausbildung von
Brickenbindungen kommt (Hayat, 2002a). Andere Hypothesen beinhalten eine
mogliche Extraktion diffusionsfahiger blockierender Proteine, die Abscheidung von
Proteinen und eine verbesserte Penetration der Antikbrper durch eine Rehydrierung
des Gewebes (Sompuran et al., 2004). Temperaturen von 100°C fUr einen Zeitraum
von ca. 10 min erzielen im Vergleich zu einer Behandlung mit niedrigeren
Temperaturen Uber einen langeren Zeitraum bessere Ergebnisse (Hayat, 2002b).
Zufriedenstellende Ergebnisse konnen jedoch auch durch eine 20 mindtige
Inkubation in einem Dampfdrucktopf (90-95°C) erreicht werden.

Eine universelle Lésung zur Nutzung bei der Hitzebehandlung ist nicht vorhanden.
Daher finden verschiedene Lésungen auf der Basis unterschiedlicher Puffer (z.B.
Citrat- oder TRIS-Puffer) bei unterschiedlicher pH-Wert Einstellung (3-10)
Anwendung (Imam et al., 1995; Hayat, 2002b).

Die Proteasewirkung beruht auf der Spaltung von Proteinquervernetzungen. Auch
kénnen dadurch blockierende Proteine entfernt werden. Die Proteolysezeit korreliert
haufig mit der Fixierungsdauer, weshalb eine exakte Fixierung Voraussetzung fur

reproduzierbare Ergebnisse ist. Zur Anwendung gelangen verschiedene Proteasen
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wie Pronase, Trypsin, Papain, Pepsin oder ProteinaseK. Enzymkonzentration,
Einwirkungsdauer und Eigenschaften des nachzuweisenden Antigens missen
aufeinander abgestimmt werden. Bei inadaquater Verwendung von Proteasen kann
es aber auch zur Verminderung der Immunreaktivitdt und zu einer oft betrachtlichen

Gewebeschadigung kommen.

Trotz der Ausfuhrung verschiedener empfohlener Behandlungsprotokolle
(verschiedene Erwarmungsmethoden in Puffer wie Autoklavieren, 37°C warmes
Wasserbad, und Mikrowellenbehandlung bei verschiedenen pH-Werten und
verschiedenen Temperaturen) (Shi et al., 1991; Shi et al., 1995; Shi et al., 1997; Shi
et al., 2000) konnte kein zufriedenstellendes Ergebnis erbracht werden.

Aus diesem Grund wurden die immunhistochemisch gefarbten Schnitte letztendlich

nicht verwendet.

3.9. Bestimmung der Zellzahlen

Alle Schnitte wurden lichtmikroskopisch untersucht und mit Hilfe der Software
analySIS FIVE (Image Analysis Software analySIS FIVE, Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH, Miuinster, Germany) ausgewertet. Aus den zwei auf dem
Objekttrager befindlichen Anteilen der Hautstanzen wurde je ein reprasentativer
Anteil ausgewahlt, mit Hilfe einer an das Mikroskop angeschlossenen Kamera
(ColorView llI, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Munster) in zwanzigfacher
VergroRerung fotografiert und im analySIS Programm dokumentiert. Dabei wurde
darauf geachtet, mdglichst den jeweils gleichen Anschnitt in den unterschiedlichen
gefarbten Schnitten auszuwerten (siehe Abbildung IlI-2).
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Abbildung IlI-2: E2503-56001-47, Epidermis und Dermis mit GefaRen und Adnexen.
(Screenshot) Die Flache wurde umfahren (blaue Linie) und die Mastzellen mit blauen Kreuzen

markiert.

Die Flache des Schnittes wurde mittels analySIS FIVE in pm2 bestimmt. Durch ein
Markieren der Zellen wurde die Zahl der Mastzellen in jeweils zwei Giemsa gefarbten
Schnitten pro Biopsieprobe und die der eosinophilen Granulozyten in jeweils einem
nach Luna gefarbten Schnitt pro Biopsieprobe bestimmt. Wenn nétig wurden dazu
40- und 80fache VergroRerungen herangezogen. Nach Ende der Auszahlung wurde
mit Hilfe des Programms analySIS FIVE die Summe der gezahlten Zellen ermittelt.
Die Flache des Schnittes und die gemessene Zellzahl wurden in eine Microsoft Excel
Tabelle Gbertragen und NA (Number of profiles per area), die Zellzahl/Flache (mm?)
berechnet (Gundersen et al., 1989):

NA= M (dimensionslos)

Flache
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3.10. Bestimmung des Variationskoeffizienten

Der Variationskoeffizient (CV) ist definiert als die relative Standardabweichung (SD),
d.h. die Standardabweichung dividiert durch den Mittelwert einer Zufallsvariablen. Er
eignet sich, um die innerhalb einer Probe auftretende Varianz zu ermitteln. Die
Motivation fur diesen Kennwert ist, dass eine Zufallsvariable mit groRem Mittelwert im
Allgemeinen eine grolRere Varianz aufweist als eine mit einem kleinen Mittelwert. Da
die Varianz und damit die Wurzel daraus, die Standardabweichung, nicht normiert
sind, kann daher im Allgemeinen nicht beurteilt werden, ob eine Varianz grol3 oder
klein ist. Der Variationskoeffizient hingegen stellt eine Art Normierung der Varianz
dar. Das bedeutet insbesondere: ist die Standardabweichung gréRRer als der
Mittelwert, so ist der Variationskoeffizient gréf3er 1. In biologischen Proben sollte der
CV unter einem Wert von 20% liegen (Gundersen, 1984; Reed et al., 2002). Der CV

wurde wie folgt berechnet und in % angegeben:

SD(X)
x 100

CV(x)=

X

SD= Standartabweichung
“x = Mittelwert

In der vorliegenden Arbeit wurde der CV fur NA der Mastzellzellen bestimmt. Dazu
wurden der jeweils erste brauchbare Schnitt eines Blockes (Schnitt x) und der jeweils
zwolfte darauffolgende Schnitt (Schnitt x+12) ausgewertet. Die verwendeten NA-
Werte wurde bestimmt, indem fir jede ausgewertete Probe die Differenz der Summe
der Zellzahlen aus Schnitt x und x+12 und der Summe der Flachen der beiden

Schnitte gebildet wurde.

3.11. Statistische Berechnungen

Die dermalen Zellzahlwerte (NA) der drei Gruppen (LO, KP und PB) wurden mittels
eines Kruskal-Wallis nonparametrischen One-way Analysis of Variance (ANOVA)
Tests verglichen. Dunn’s Post Test wurde genutzt, um die Werte gepaarter Gruppen

zu analysieren. Ein p-Wert unter 0,05 wurde hierbei als signifikant angesehen.
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Korrelationen zwischen den klinischen (lasionalen) Scores und den von den
Besitzern ermittelten Pruritus Scores sowie der Mastzellzahlen wurden anhand des
Pearsons Korrelationstests evaluiert. Fur die Korrelationen zwischen den klinischen
Scores und den Pruritus Scores sowie den Zahlen der eosinophilen Granulozyten
wurde der nichtparametrischer Spearman Korrelationstest verwendet. Die
statistischen Analysen wurden mit dem Programm Graphpad Prism 5.0 und der
Instat 3.06 Software (Fa. Graphpad Software, San Diego, USA) durchgefihrt.

IV Ergebnisse

4.1. Histopathologische Befunde

Die histopathologischen Veréanderungen in den untersuchten Biopsien wurden als
akute bis subakute Verdnderungen gewertet. Insgesamt 82% der Biopsien (23/28)
zeigten eine gering- bis mittelgradige tberwiegend orthokeratotische, teils kompakte,
teils korbgeflechtartige Hyperkeratose (siehe Abbildung IV-1).
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Abbildung IV-1: E2503-56001-7, Epidermis, subepidermales Bindegewebe, H&E.
Mittelgradige korbgeflechtartige orthokeratotische Hyperkeratose.
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Die Epidermis aller Proben wies eine diffuse und irregulare gering- bis mittelgradige
Hyperplasie auf. Eine fokale bis multifokale gering- bis hochgradige epidermale
Spongiose konnte in 9/28 Fallen nachgewiesen werden (32%) (siehe Abbildung IV-
2).

Abbildung IV-2: E2503-56001-43, Epidermis, subepidermales Bindegewebe, H&E.
Fokale hochgradige epidermale Spongiose, mittelgradige korbgeflechtartige

orthokeratotische Hyperkeratose, mittelgradiges subepidermales Odem.

Oberflachliche Ulzerationen wurden in keiner der Biopsien gefunden, in einem
Schnitt fand sich eine serozellulare Kruste (1.7%) (siehe Abbildung IV-3).
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Abbildung IV-3: E2503-56001-34, Epidermis, subepidermales Bindegewebe, H&E.
Fokale serozellulare Kruste, geringgradige epidermale Hyperplasie,

geringgradiges subepidermales Odem.

Alle Biopsieproben (56/56) zeigten ein gering- bis mittelgradiges betont
subepidermales Odem (siehe Abbildung IV-3 und Abbildung IV-4). Die gering- bis
mittelgradige betont subepidermale und in der Dermis perivaskulare und
periadnexale Infiltration bestand Uberwiegend aus monomorphen Lymphozyten,
reifen Mastzellen, intakten und degranulierten eosinophilen Granulozyten und
wenigen Neutrophilen.



Ergebnisse 49

Abbildung IV-4: E2503-56001-26, Epidermis, subepidermales Bindegewebe, H&E.
Mittelgradige gemischtzellige (Lymphozyten, Plasmazellen, neutrophile Granulozyten) subepidermale

Infiltration. Geringgradige multifokale epidermale Spongiose und gering- bis mittelgradige leukozytare
Exozytose. Geringgradiges subepidermales Odem.
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Abbildung IV-5: E2503-56001-9, Epidermis, subepidermales Bindegewebe, Giemsa.
Mittelgradiges zellulares Infiltrat mit Lymphozyten, Plasmazellen, Mastzellen und wenigen
eosinophilen und neutrophilen Granulozyten.
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Abbildung IV-6: E2503-56001-55, Dermis, H&E.
Geringgradige gemischtzellige perivaskulare Infiltration. Neutrophile Granulozyten in den Geféal3en

zeigen sog. ,Sticking” und ,Rolling”.
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Abbildung IV-7: E2503-56001-38, Dermis, Giemsa
Geringgradige perivaskulare Infiltration mit Plasmazellen, Lymphozyten

und reifen Mastzellen (einzelne markiert mit Pfeilen).

Die histologischen Befunde stimmen mit den in der Literatur beschriebenen tberein
(siehe 2.1.2.4) und erharten die klinische Diagnose einer atopischen Dermatitis.
Erreger (Bakterien, Pilze oder Parasiten) konnten in keiner der untersuchten

Biopsieproben gefunden werden.
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4.2. Bestimmungen der Zellzahlen und der Numbers of Profiles per Area

Mastzellen wurden in allen 28 Biopsien nachgewiesen. Die ermittelten Werte reichen
dabei von 0,03 Mastzellen/mm? bis zu 0,8 Mastzellen/mm? mit einem Mittelwert von
0,27+0,15 Mastzellen/mm? (Mittelwert+SD).

Intakte eosinophile Granulozyten konnten in 93% der Biopsien nachgewiesen
werden (26/28), jedoch nur in 46% der Schnitte (26/56). Freie eosinophile Granula
konnten in allen Schnitten gefunden werden, in denen intakte eosinophile
Granulozyten nachgewiesen wurden. Die errechneten Werte reichten von 0,0007
eosinophile Granulozyten/mm? bis zu 0,9 eosinophile Granulozyten/mm? mit einem
Mittelwert von 0,01+0,01 eosinophile Granulozyten/mm? (Mittelwert+SD). Eine

Zusammenstellung aller gefundenen Werte ist im Anhang (9.7.1und 9.7.2) zu finden.

4.3. Auswertung des Variationskoeffizienten

Die errechneten CV-Werte lagen zwischen 0,12% und 20,34% mit einem Mittelwert
von 12,76%. So kann davon ausgegangen werden, dass die ermittelten Zellzahlen
reprasentative Werte innerhalb einer Biopsieprobe darstellen. Eine Ubersicht aller
berechneten CV Werte ist in Anhang 9.8 dargestellt.

4.4. Statistische Berechnungen

Im Vergleich der Gruppen (LO, KP und PB) konnten fur beide Zellarten weder vor
und nach Fettsauregabe noch im Vergleich der Gruppen untereinander statistisch
signifikante Unterschiede festgestellt werden. Eine Ubersicht der statistischen P-
Werte sind Tabelle IV-1 und Tabelle IV-2 zu entnehmen, eine Ubersicht aller

weiteren statistisch relevanten Werte istim Anhang (siehe 0) zu finden.

Mastzellen | Eosinophile Granulozyten

Kruskal Wallis | P=0.0150 P=0.7375
Tabelle IV-1: P-Werte der NA
KP pra-post: P=0.6523 P=0.8438 vor und nach Fettsduregaben.
LO pra-post: P=0.9658 P=0.9990 Zur Errechnung der Werte fand
der Wilcoxon Rangsummentest
PB pra-post: P=0.6523 P=0.8125 Anwendung.
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Mastzellen Eosinophile Granulozyten
post PB - post KP: P=0.0274 P=0.5912
post PB - post LO: P=0.0754 P=0.4781
post LO — post KP: P=0.5027 P=0.8770

Tabelle IV-2: Statistische Werte fur die Gruppenvergleiche untereinander.

Dabei wurden jeweils die post-PB Werte (Plazebo) mit den post-KP Werten
(Kommerzielles Produkt), die post-PB Werte mit den post-LO Werte (Leindl) und die post-
LO mit den post-KP Werten verglichen. Hierzu fand der Mann-Whitney-Test Anwendung.

Obwohl sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zeigen lassen konnten, war

doch eine Tendenz hin zu einer geringeren Anzahl an Mastzellen pro Flacheneinheit

zu erkennen.

Dieser ist in Abbildung IV-8 graphisch dargestellt. Wie zu sehen ist, nahmen die

Mastzellzahlen tendenziell nach der Behandlung mit Fettsduren ab. Dieser Trend

konnte in &hnlicher Form jedoch auch fir die Plazebogruppe gezeigt werden.
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Lasionscore

4.5. Korrelation der pathologischen und klinischen Befunde

Nach Berechnung der statistischen Werte wurde eine Korrelation zwischen klinischen
und pathologischen Befunden erstellt. Hierzu wurden jeweils die klinischen Scores

und die Pruritus Scores mit den Ergebnissen der Zellzahlung korreliert (siehe 3.11).

Mastzellen Eosinophile Granulozyten
(Pearsons Korrelations Test) (Spearman Korrelation)
Pruritus r=0,3074 r=0,08028
Score/NA P=0,0238 P=0,5639
Klinischer r=0,2779 r=0,1042
Score/NA P=0,0419 P=0,4535

Tabelle IV-3: Korrelationswerte fir Pruritus und klinischen Scores in Verbindung
mit Zellzahlen/mm2 (NA)

Die Werte zeigen eine Korrelation zwischen NA der Mastzellzahlen und den Pruritus
Scores, sowie NA der Mastzellzahlen und den klinischen Scores. Diese Korrelationen
sind in Abbildung IV- 9 und Abbildung IV-10 graphisch dargestellt.

Es konnte keine Korrelation zwischen NA der eosinophilen Granulozyten und den
Pruritus- oder klinischen Scores festgestellt werden.
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V  Diskussion

Essentielle Fettsduren spielen in der Pathogenese der atopischen Dermatitis in
verschiedener Hinsicht eine wichtige Rolle. Sie haben zum einen Einfluss auf die
Beschaffenheit der Haut, zum anderen hat das Verhéltnis mehrfach ungesattigter n6-
und n3-Fettsauren vielfaltige Auswirkungen auf die Funktion des Immunsystems
(Olivry und Hill, 2001b; Olivry et al., 2001c). Es werden unter anderem eine
Minderung der MHC Il Expression und damit der Antigenprasentation, ein Einfluss
auf die Second Messenger und die Regulatoren der Signatransduktion oder
Transkriptionsfaktoren, eine Modulation der T-Zellproliferation und Membranstruktur
sowie eine Inhibierung der IL-2 Produktion und des IL-2 Rezeptorsignalweges
beschrieben (Richieri und Kleinfeld, 1990; Hughes et al., 1996; Hwang, 2000; Fan et
al., 2004; Li et al., 2005). Erste Hinweise auf einen Einfluss essentieller Fettsduren
auf die epidermale Lipidbarriere konnten bereits 1930 von Burr und Burr gefunden
werden, deren Studie an Ratten die positiven Auswirkungen einer alleinigen Zufuhr
von LA auf die Symptome eines Fettsauremangels beschrieb. Watson (1998) stellte
fest, dass auch beim Hund Fettsdauremangelerscheinungen, die Haut und Haarkleid
betrafen, durch eine fettsdurenreiche Diat verschwanden. Neben der Beeinflussung
der epidermalen Lipidbarriere und ihren immunmodulatorischen Eigenschaften
spielen Fettsduren auch eine Rolle bei der Fettsaurenzusammensetzung von
Zellmembranen und Lipidmediatoren, welche unterschiedliche Wirkungen in
Abhéangigkeit vom Ausgangssubstrat aufweisen (Sardesai, 1992c). Viele dieser
Entzindungsmediatoren werden in der Haut vor allem von Mastzellen gebildet und
freigesetzt. Daher sind Mastzellen von grofRer Bedeutung fir die Auspragung des
klinischen Bildes der CAD.

Zahlreiche Studien beschéaftigen sich mit der IgE-mediierten Immunantwort im
Zusammenhang mit der caninen und humanen AD (Olivry et al., 1996; Muller et al.,
1999; Halliwell und DeBoer, 2001; Leung et al., 2004). Obwohl diese Studien zeigen,
dass IgE-mediierte Reaktionen eine wichtige Rolle beim Antigenkontakt und in der
Effektorphase dieser Erkrankung spielen, wird auch eine Ahnlichkeiten der CAD mit
einer Kontaktallergie (Typ IV Hypersensitivitatsreaktion) diskutiert (Marsella, 2005).
Wahrend der Entwicklung der humanen AD zeigt sich ein biphasisches
Zytokinexpressionsmuster. Akute L&sionen sind dabei durch CD4+ Th2 Lympho-

zyten, eosinophile Granulozyten und die Freisetzung von IL-4 und I-13
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charakterisiert (Rhodes et al., 1987). Diese Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei
der Entstehung hoher IgE-Konzentrationen und filhren zu einer Ausreifung und
langeren Lebensdauer der eosinophilen Granulozyten. Ahnliche immunologische
Veranderungen konnten auch an einem caninen Atopiemodel gezeigt werden
(Marsella et al., 2006b), wobei akute L&sionen eine Pradominanz von
proinflammatorischem IL-6 und IL-13 zeigen. IgE konnte die Effektivitdt der
epikutanen Erfassung (Capture) von Allergenen verbessern, eine solche Erfassung
kénnte aber auch in der Abwesenheit von IgE auftreten. Langerhanszellen wandern
in diesem Fall, ahnlich Hypersensitivitdtsreaktionen, zu den regionaren
Lymphknoten. In Patienten mit hohen allergenspezifischen IgE-Spiegeln
degranulieren dermale Mastzellen nach Allergenexposition und setzen Histamin,
Proteasen, Chemokine und Zytokine frei, was zu einer vermehrten Rekrutierung
inflammatorischer Zellen in betroffene Hautareale fihrt. Das hat die Einwanderung
von Granulozyten (neutrophilen und eosinophilen Granulozyten), allergen
spezifischen Th2 Lymphozyten und dermalen dendritischen Zellen zur Folge; die
darauffolgende Degranulation der eosinophilen Granulozyten fihrt zu epidermaler
und dermaler Schédigung und Entzindung. Dies zeigt die Bedeutung der
eosinophilen Granulozyten bei der CAD.

Da die Gabe essentieller Fettsduren zu einer Verbesserung der Kklinischen
Symptomatik fithren kann, war der Ansatz der vorliegenden Studie die Uberlegung,
ob PUFA die Anzahl der Zellen im Gewebe beeinflussen kdnnen und so, neben
anderen Mechanismen, durch eine Reduktion der Entziindungszellen und deren
Mediatoren wirken. In den vorliegenden Hautbiopsieproben 28 atopischer Hunde
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in den Zellzahlergebnissen vor und
nach Behandlung mit unterschiedlichen essentiellen FS bzw. einem Plazebo

gefunden werden. Mdgliche Ursachen hierfur kénnten sein:

1) Eine lange Verweildauer der Entziindungszellen im Gewebe mit der Folge,
dass es zwar zu einer verminderten Rekrutierung und Entziindungsreaktion kommt,
sich dies jedoch nicht mit den Zellzahlen in Verbindung bringen lasst;

2) Der eventuell zu kurze Studienzeitrahmen;

3) Eine mdgliche Beeinflussung der Zellmediatoren ohne sichtbare

Auswirkungen auf die Zellzahlen.

Diese Zusammenhange werden im Folgenden diskutiert.
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5.1. Interpretation der Studienergebnisse

5.1.1. Uberlebensdauer von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten

Die Mechanismen des Einwanderns, der Proliferation, Aktivation und Degranulation
sowie der letztendlichen Apoptose von Mastzellen sind einer Vielzahl
unterschiedlicher Regulatoren und Mediatoren unterworfen. Wie beschrieben (siehe
2.1.2.3.1) entstehen Mastzellen aus hamatopoetischen, CD34+/c-Kit+ Stammzellen
des Knochenmarks. Unter physiologischen Umstanden, also in einem sog. steady-
state-Zustand, proliferieren die c-Kit+/CD34+ Vorlauferzellen im Knochenmark, treten
in noch wenig charakterisierter Form in das periphere Blut Uber und verlieren dort
CD34 und c-Kit, um als Vorlauferzellpool bereit zu stehen. Eine Expression von c-Kit
ist nicht sinnvoll, da die Zellen sonst, durch Chemotaxis ausgelost, ins Gewebe
eintreten wirden. In pathologischen Situationen wird c-Kit auf den Vorlauferzellen im
Blut hochreguliert, die Zellen treten vermehrt ins Gewebe ein und differenzieren dort
durch die von den anderen aktivierten Zellen freigesetzen Zytokine und
Wachstumsfaktoren.

Nach Erkenntnissen aus der Humanmedizin kdnnen Mastzellen im Gewebe sehr
lange, wahrscheinlich mehrere Monate Uberleben, was dazu fihrt, dass im steady-
state nur sehr wenige Zellen einwandern (Czarnetzki et al., 1984; Kirshenbaum et al.,
1992; Du et al., 1996; Grizzi et al., 2002). Eine Vermehrung von reifen Mastzellen im
Gewebe durch Proliferation wurde bisher auch in pathologischen Prozessen mit stark
erh6hten Mastzellzahlen nicht Uberzeugend gezeigt (Inoue et al., 2002).

Es ist bekannt, dass die Mastzellenzahl im Gewebe unter normalen Bedingungen
relativ konstant ist (Garriga et al., 1988). Die vermehrten Mastzellzahlen in allergisch
entziindlichen Prozessen konnten, wenn nicht durch Mastzellproliferation, durch
Vermehrung der Vorlauferzellen im Knochenmark, verstarkte Zirkulation im
peripheren Blut und/oder vermehrter Einwanderung und Differenzierung im Gewebe
verursacht werden. Aul3erdem ware auch vorstellbar, dass reife Mastzellen durch
den Einfluss von chemotaktischen Faktoren in andere Gewebsregionen einwandern
konnen.

Es ist gut dokumentiert, das der Erhalt einer Homdostase des Zellsystems durch eine
Balance zwischen der Proliferationsrate und dem Zellverlust/Tod erreicht wird
(Garriga et al., 1988). Zellen sterben unter physiologischen Bedingungen meist durch

Apoptose, einem aktiv programmierten Prozess, der durch diverse Stimuli initiiert
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wird. Dazu gehéren die Deprivation von Wachstumsfaktoren (Cohen et al., 1992),
Medikamente und die Einwirkung physikalischer Faktoren wie ionisierende Strahlung
(Yee et al., 1994) oder Hyperthermie (Takano et al.,, 1991). Zu den intrazellularen
Induktionsmechanismen gehdren die Tumor Suppressor Gene, das pro-Onkogen c-
WUJC und BAX (BCL2 assoziiertes X Protein) (Stewart, 1994). Wie bereits erwahnt,
spielen Mastzellen bei allergischen Reaktionen sowohl in der Sofortreaktion als auch
in der Spatreaktion eine wichtige Rolle (siehe 2.1.2.3.1). Die Sofortreaktion setzt
bereits Minuten nach Aktivierung der Zellen ein, die Spéatreaktion beginnt ca. 2-4
Stunden nach dem Challenge und erreicht den Hohepunkt 6 und 12 Stunden danach
(Lemanske und Kaliner, 1988). Diverse Mechanismen verhindern den Zelltod im
Gewebe und fihren so zu einer maximalen Ausnutzung des Zellpotentials. Die
Fahigkeit von Wachstumsfaktoren, die Uberlebensdauer von Zellen durch die
Suppression von Apoptose zu fordern ist fundamental fir Ihre Fahigkeit,
Zellproliferation und Differenzierung zu unterstttzen.

Obwohl aus der Tiermedizin keine eindeutigen Erkenntnisse Uber die
Uberlebensdauer von kutanen Mastzellen verfiigbar sind, ist anzunehmen, dass sich
die Zellen bei Hunden &ahnlich denen der Menschen lange im Erfolgsorgan aufhalten.
In der vorliegenden Studie konnte kein signifikanter Unterschied in den Zellzahlen
vor und nach der Behandlung festgestellt werden. Dennoch korrelierten die
Mastzellzahlen positiv mit den klinischen Befunden (Reduzierung der Symptome).
Eine lange Uberlebendauer der zum Zeitpunkt des Studienendes eventuell bereits
inaktiven Mastzellen in der Haut konnte eine Erklarung fur die vorliegenden
Ergebnisse darstellen. Der zu beobachtende Trend einer sehr langsam und in
geringem Male abnehmenden Mastzellzahl wirde diese Hypothese weiter
unterstutzen. Da sich die klinischen Symptome signifikant verbesserten, die
Zellzahlen jedoch konstant blieben, ware es mdoglich, dass eine Anderung in der
Mastzellaktivitat zu diesen Befunden flhrt.

Im Gegensatz zu Mastzellen weisen eosinophilen Granulozyten nur eine
Lebensdauer im Gewebe von durchschnittlich 14 Tagen auf (Rothenberg et al., 1988;
Alam et al., 1994). Eosinophile sind vorrangig Gewebezellen, auf einen Blut -
Eosinophilen kommen etwa 100 Gewebe-Eosinophile (Spry, 1993). Die selektive
Wanderung der im peripheren Blutstrom zirkulierenden eosinophilen Granulozyten
durch das Gefallendothel in das extrazellulare Gewebe wird durch das

Zusammenspiel interzellularer Adhasionsmoleklle ermdglicht. Zun&chst kommt es zu
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einer reversiblen Bindung des Blut-Eosinophilen an aktivierte Endothelzellen und zu
einem typischen ,Rollen“ des Granulozyten entlang der luminalen Oberflache des
GefalRes. Durch diese Bindung wird die Passagegeschwindigkeit herabgesetzt, der
Granulozyt flacht ab und wandert zwischen den Endothelzellen hindurch
(Diapedese). Dieser Vorgang wird durch die Adhasionsmolekile ICAM-1, ICAM-2
und VCAM-1 gesteuert, die auf vaskul&ren Endothelzellen exprimiert werden und mit
den Eosinophilen-Adhasionsmolekilen Mac-1, LFA-1 oder VLA-4 interagieren
(Adams und Shaw, 1994; Canonica et al., 1994). Bei Patienten mit allergischen
Erkrankungen kann es durch eine IL-4 induzierte selektive Aufregulierung von
VCAM-1 zu einer Verstarkung der Transmigration eosinophiler Granulozyten
kommen (Moser et al.,, 1992). Die Integrine LFA-1 und VLA-4 sind fur die
anschlielende Passage durch die extrazellulare Matrix verantwortlich. Nach der
Transmigration durch das GefalRendothel findet unter dem Einfluss lokaler
Mediatoren eine gerichtete Bewegung eosinophiler Granulozyten zum Ort der
allergischen  Entzindung statt. Diese Migration erfolgt entlang eines
Konzentrationsgefélles spezifischer Chemotaxine, zu denen Vertreter der Lipid-
(PAF, LTB4, C5a, di HETE), Zytokin- (IL-5, IL-3, GM-CSF) und Chemokin-Familien
(RANTES, MCP-3, Eotaxin, IL-8) zahlen (Schweizer et al., 1996). Die im Gewebe
stattfindende Aktivierung und Degranulation eosinophiler Granulozyten ist abhangig
von IL-3, IL-5, GM-CSF, den Komplement-Faktoren C5a und C3a sowie PAF und
TNF-a (Zeck-Kapp et al., 1995). Interessanterweise sind auch eosinophile Granula-
Proteine wie MBP und EPO in der Lage, eine Aktivierung und Degranulation
Eosinophiler zu verursachen und lassen damit an einen autokrinen Mechanismus
denken (Kita et al., 1995). Ein Wiedereintritt der eosinophilen Granulozyten in die
Zirkulation ist nicht méglich.

Das vermehrte Vorkommen dieser Zellen insbesondere bei Erkrankungen aus dem
atopischen Formenkreis wird auf eine durch IL-3, IL-5 und GM-CSF verursachte
Verzogerung des physiologisch vorprogrammierten Zelltodes (Apoptose)
zurickgefuhrt (Akdis et al., 2001). In der vorliegenden Studie konnten auch bei den
Zellzahlauswertungen der eosinophilen Granulozyten keine statistisch relevanten
Ergebnisse ermittelt werden. Entgegen der in diesem Zusammenhang aufgestellten
Hypothese die Mastzellen betreffend, kbnnen diese Resultate jedoch nicht durch ein
Uber den Studienzeitraum hinaus anhaltendes Verbleiben der eosinophilen

Granulozyten im Gewebe erklart werden. Man kann also davon ausgehen, dass eine
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fortwédhrende  Einwanderung und  Aktivierung eosinophiler  Granulozyten
stattgefunden hat. In der vorliegenden Studie sind jedoch auch die untersuchten
Zellzahlen kritisch zu betrachten. Eosinophile Granulozyten konnten nur in 46% der
Schnitte gefunden werden, das bedeutet, dass in 30 der 56 evaluierten Schnitte
keine Zellen zu finden waren. Die errechneten Werte reichten von 0,0007 eosinophile
Granulozyten/mm? bis zu 0,9 eosinophile Granulozyten/mm?mit einem Mittelwert von
0,01+0,01 eosinophilen Granulozyten/mm? (siehe 4.2.). Konkret konnten in 15
Schnitten nur zwischen einem und drei eosinophile Granulozyten gefunden werden,
in 5 Schnitten zwischen 4 und 7 und in 6 Schnitten 10 bis 30. Aufgrund dieser oft
sehr geringen Zahlen ware eine Studie mit einer héheren Fallzahl sinnvoll, um die

Zahlenentwicklung der eosinophilen Granulozyten genauer zu untersuchen.

5.1.2. Einfluss des Studienzeitraumes

In diesem Zusammenhang ist auch der Studienzeitraum als kritischer Faktor zu
erwdhnen. Die Tiere wurden fir eine Periode von 10 Wochen supplementiert.
Obwohl es innerhalb dieser Zeitspanne zu einer signifikanten klinischen
Verbesserung kam, ist es denkbar, dass die Zellzahlen erst nach einer langeren
Behandlungsphase signifikant zurtickgehen. Nichts desto trotz weist die klinische
Verbesserung, die nur bei den mit PUFA supplementierten Tieren zu beobachten
war, auf den positiven Einfluss der Fettsauren hin. Eine Erklarung hierfir kdnnte eine
Wirkung von PUFA auf die Zellfunktion anstelle der Zellzahl oder auch das
Zusammenwirkung verschiedener Entzindungszellpopulationen sein (siehe 5.1.3
und 5.1.4). Trotzdem sollten Folgestudien mit einem langeren Studienrahmen

erwogen werden.

5.1.3. Mehrfach ungesattigte Fettsauren und Zellmediatoren

Mastzellen und eosinophile Granulozyten setzen in ihrer Rolle als Effektorzellen
zahlreiche wichtige Mediatoren frei (siehe 2.1.2.3.1, 2.1.2.3.2 und 2.1.2.4).
Mastzellen sezernieren, wie beschrieben, vasoaktive (Histamin, LCTy),
chemotaktische (LTBg4, IL-5, IL-6, RANTES, GM-CSF), immunmodulatorische (IL-1,
IL-3, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-a) und wachstumshemmende (GM-CSF, PDGF, TNF-j3,
IL-3) Faktoren. Zu den wichtigsten Botenstoffen der eosinophilen Granulozyten

gehdren neben den Eosinophilen-spezifischen Proteinen (MBP, EDN, EPO, ECP)
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und zahlreichen Enzymen (Arylsulfatase, Kollagenase, Elastase, saure
Phostphatase, Protease, Elastase) vor allem chemotaktische (PAF, C5a, LTB4) und
immunmodulatorische (IL-1, IL-3, IL-5, IL-6) Zytokine und Eicosanoide.

Zahlreiche Studien beschéftigen sich mit der positiven Wirkung essentieller FS auf
diese fur allergische Reaktionen bedeutenden Mediatoren (siehe 2.1.3.5.5 und
2.1.3.5.7). Es wurde gezeigt, dass n3-Fettsauren eine Senkung des Spiegels der
Zytokine IL-1, IL-2 und der TNF-a Produktion sowie der Lymphozytenproliferation
bewirken kénnen (Meydani et al., 1991; Wallace et al., 2000; Chapkin et al., 2002).
Der IFN-y-Gehalt im Blutplasma lasst sich durch DGLA erhéhen, was die von IL-4
ausgeloste IgE-Synthese hemmt (Lloyd, 1989; Yoon et al., 2002). Des Weiteren
bindet PPARy EPA und fihrt so zu einer Hemmung der Bildung von Zytokinen, der
Funktion des Nuklearfaktors kB und der COX-2 Expression (Jump, 2002). Die
Beeinflussung der LOX-Aktivitat durch EPA oder DHA hemmt die Bildung von LTBg,,
LTC,4 und HETE (Ishihara et al., 1998).

Auch Eicosanoide werden durch unterschiedlichste Mechanismen positiv beeinflusst
(siehe 2.1.3.5.6.). Mehrere Studien konnten eine leukozytare Hemmung der PGl,-
und PGE»-Synthese durch verschiedene PUFA zeigten (Spector et al., 1983; Mann
et al., 1986; Yerram et al., 1989; Croset et al., 1999). Besonders Mastzellen wurden
in diesem Zusammenhang speziell untersucht. In einer Kultur PGD2 bildender
Mastzellen aus Nabelvenenblut wurde durch die Zugabe von EPA und Hemmstoffen
der COX-1 eine Senkung von PGD; erzielt (Obata et al., 1999). Isolierte
Mastzellgranula besitzen die Fahigkeit PGE,, PGD, sowie PGF.a aus zugegebener
AA zu bilden, was eine Verbindung der Phospholipase A, und der COX mit den
Mastzellgranula verdeutlicht (Chock und Schmauder-Chock, 1988). Auch die
Eicosanoidsynthese kultivierter Mastzellen kann durch die Kulturbedingungen stark
verandert werden. Adharente Mastzellen einer Mastzelllinie aus dem Knochenmark
von Mausen waren nach Aktivierung mit Calcimycin, einem komplexbildenden
Calcium lonophor, oder Anti-IgE nicht mehr zur Eicosanoidsynthese fahig, da sie
keine Lipooxygenase- und Phospholipaseaktivitat mehr aufwiesen (Xu et al., 1993).
In den Mastozytomzelllinien C1 und C2 konnte jedoch eine vergleichbare Freisetzung
von PGD, wie bei normale Mastzellen gemessen werden (DeVinney und Gold,
1990). Auch zwei Lungenkarzinomzelllinien zeigten nach der Erhéhung des DGLA /
AA-Verhaltnisses eine verstarkte PGE; und eine verminderte PGE,-Synthese. Dies

war darauf zuriickzufiihren, dass die COX-1, welche in diesen Zellen starker aktiv ist
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als die COX-2, vorrangig AA und nur zu einem geringen Teil DGLA als Substrat
nutzte (Levin et al., 2002).

Neben COX kann auch das Enzyme LOX EPA zu entzindungshemmenden
Eicosanoiden abbauen. Weitere Studien zeigten zudem, dass die Produktion und
Konzentrationen des Leukotriens B4 durch giinstige Fettsaureverhaltnisse vermindert
werden kann (Vaughn et al., 1994; Marsella et al., 1997; Bryne et al., 2000). Durch
den Einbau von EPA und DHA in die Zellmembran kommt es zusatzlich zur

gesteigerten epidermalen Barrierefunktion.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Supplementierung von n3-
Fettsauren bei verschiedenen Zellarten eine Reduktion der entziindungsférdernden
Prostaglandine der 2-er Serie und der Leukotriene der 4-er Serie bewirkt. Auch wenn
diese Befunde und deren Bedeutung teils weiterhin umstritten sind, bieten sie doch
gute Grundlagen fur eine Erklarung der positiven Effekte von PUFA. Diesen
Zusammenhang unterstitzen die Ergebnisse der vorliegenden Studie. Obwohl sich
die Zellzahlen nicht veranderten, weist die positive Korrelation der Ergebnisse mit
dem Klinischen Bild auf eine Verknipfung der Fettsaurebehandlung mit der
klinischen Verbesserung hin. Ein positiver Einfluss der Fettsdurenbehandlung auf die

Mediatoren im Gegensatz zu einem Effekt auf die Zellzahlen wahrscheinlich.

5.1.4. Madoglicher Einfluss anderer Zelllinien

Neben den Mastzellen und eosinophilen Granulozyten tragt eine Vielzahl anderer
Zellpopulationen wie dendritischen Zellen, B-Zellen und T-Helferzellen sowie
Makrophagen und Keratinozyten zu den immunologischen Veranderungen im Zuge
einer AD bei (siehe 2.1.2.2). Nach Aufnahme der allergieauslésenden Allergene
durch antigenprasentierenden Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen und B-
Zellen) werden diese prozessiert und T-Zellen in Form von Peptidfragmenten Uber
MHC | und Il prasentiert (Lanzavecchia, 1990). Der mit Antigenfragmenten beladene
MHC-Komplex wird von T-Zellrezeptoren erkannt und fuhrt in Gegenwart von Co-
Stimulatoren zur T-Zellaktivierung. CD8-positive Zellen werden mittels MHC-I-
Prasentation aktiviert, CD4-positive durch MHC-II-Prasentation. Aktivierte T-Zellen
produzieren eine Reihe von Zytokinen, die auf andere Leukozyten wirken. Th-1
Zellen produzieren primar IL-2 und IFN-y wahrend Th-2 Zellen vorwiegend IL-4, IL-5
und IL-10 herstellen. Beide T-Zellpopulationen produzieren IL-3 und GM-CSF. Dabei
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spielen insbesondere die von Th-2 produzierten Zytokine fir die Entstehung einer
allergischen Reaktion eine Rolle (siehe 2.1.2.3.1 und 2.1.2.3.2). IL-4 ist als
Umschaltfaktor fur die IgE-Synthese von B-Zellen wesentlich, wahrend IL-5
besonderes bei der Entwicklung, Adhasion und Aktivierung der eosinophilen
Granulozyten bedeutsam ist. Keratinozyten setzen proinflammatorische Zytokine und
Chemokine (z.B. Eotaxin und TARC) frei, die die Rekrutierung von eosinophilen
Granulozyten und Lymphozyten unterstitzen. Dendritische Zellen Gbernehmen eine
sehr &ahnliche Funktion. Eingebettet in die Epidermis und Dermis kdnnen sie
Fremdmaterial aufnehmen und verarbeiten. AnschlieBend wandern sie in den
drainierenden Lymphknoten und prasentieren das Antigen dort rekrutierenden T-
Zellen. Durch diese entziindliche Reaktion werden antigenspezifischen T-Zellen
aktiviert.

PUFA konnen auf diese Prozesse Einfluss nehmen. Studien beschreiben eine
Inhibierung der T-Zellproliferation und IL-2 Produktion sowie die Modulation der
Membranstruktur von T-Zellen (Richieri und Kleinfeld, 1990; Fan et al., 2004). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass durch PUFA Supplementierung der IL-2-
Rezeptor Signalweg sowie die MHC Il Expression und Antigenprasentation
gemindert wird (Hughes et al., 1996; Li et al., 2005). Eine EPA-Supplementation soll
auch zu einer Verminderung der Thl-Antwort fuhren, die bei chronischen
Entzindungen verstarkt ist (Gil, 2002). Fischol oder aufgereinigte DHA reduzieren
aulRerdem die NF-kB Aktivitat und senken die IL-2 Sekretion und T-Zellaktivitat beim
Menschen auf ein normales Niveau (Fan et al., 2004). NF-kB ist ein wichtiger
Transkriptionsfaktor, der die Transkription von Genen vieler Zytokine inklusive IL-1,
IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a und TNF-[ reguliert (Krakauer, 2004). Eine weitere aktuelle
Studie von Stehle und Mitarb. untersuchte in vitro den Einfluss von PUFA auf
periphere Blutleukozyten durch eine Inkubation dieser mit verschiedenen Fettsauren
(LA, GLA, ALA, EPA/DHA, GLA/EPA/DHA) (Stehle et al., 2007). Die Untersuchungen
zeigen, dass auch beim Hund ein Einfluss von PUFA auf die Proliferation der

Blutleukozyten nachzuweisen ist.

All diese Beobachtungen zeigen, welchen komplexen Steuerungsmechanismen die
Entstehung und Aufrechterhaltung einer allergischen Reaktion, insbesondere die der
atopische Dermatits, unterworfen sind, und auf wie vielfaltige Weise PUFA Einfluss
auf diese haben kénnen. Die vorliegende Studie untersuchte die histopathologischen

Veranderungen und insbesondere die Dichte von Mastzellen und eosinophilen
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Granulozyten. Andere Zellen wurden in dieser Studie aufgrund des Studienaufbaus
und der daraus resultierenden Schwierigkeiten einer immunhistochemischen
Anfarbbarkeit anderer Zellarten nicht untersucht. Es ist daher moglich, dass PUFA
zwar keine Anderung der Zahlen dieser beiden Zellpopulationen bewirkt, sich jedoch
auf die Zahlen anderer Zelllinien auswirken kénnte. Weitere Studien Uber einen
langeren Zeitraum mit Untersuchung gréferer Stichproben und adaquater
Probenaufbereitung zur Beleuchtung weiterer Zelllinien sollten daher unternommen

werden.
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Zusammenfassung

28 Hunde mit atopischer Dermatitis wurden in eine randomisierte, doppel-verblindete
und Plazebo-kontrollierte Studie eingeschlossen, um den madglichen Einfluss
mehrfach ungeséttigter Fettsauren auf das entzindliche Infiltrat in der Haut
erkrankter Tiere zu untersuchen. Die Diagnose ,canine atopische Dermatitis“ wurde
klinisch anhand des Vorberichts, des Erscheinungsbildes und durch den Ausschluss
differentialdiagnostisch in Betracht zu ziehender Erkrankungen sowie ent-
sprechender Test- und Nachweisverfahren gestellt. Die Tiere wurden einer von drei
Gruppen zugeteilt und tber einen Zeitraum von 10 Wochen mit einem von zwei Fett-
saurepraparaten oder einem Plazebo supplementiert. Zu Beginn und nach Abschluss
der Studie wurden Hautstanzbiopsieproben vom lateralen Thorax entnommen und
das klinische Bild sowie die Juckreizintensitat durch den behandelnden Tierarzt bzw.
den Besitzer anhand eines Punktescores bewertet. Die Anzahl der Mastzellen und
eosinophilen Granulozyten pro mm? Haut wurde mit Hilfe einer Image Analyse
Software fir die vor und nach der Behandlung gewonnenen Biopsien bestimmt. Die
Auswertung der Ergebnisse zeigte hinsichtlich der Zellzahlen weder statistisch
signifikante Unterschiede im Vergleich der Gruppen vor und nach Fettsauregabe
noch im Vergleich der Gruppen untereinander. Es konnte jedoch eine Korrelation der
Zellzahlergebnisse mit der Juckreizintensitat und den klinischen Befunden gezeigt
werden. Ein Grund fir die Konstanz der Zellzahlen kénnte eine lange Uberlebens-
dauer eventuell bereits nicht mehr aktiver Zellen, insbesondere der Mastzellen, in der
Haut sein, da diese bis zu mehreren Monaten in Geweben verweilen kdnnen. Es ist
daher moglich, dass eine Abnahme der Zellzahlen aufgrund des Studienzeitraums
von nur 10 Wochen nicht beobachtet werden konnte. Die gezeigte Korrelation sowie
die zahlreichen Berichte Uber die Verbesserung klinischer Symptome durch Gabe
essentieller Fettsauren konnten aber auch ein weiterer Hinweis darauf sein, dass
Fettsduren die Mediatoren der Effektorzellen positiv beeinflussen. Da in der
vorliegenden Studie nur Mastzellen und eosinophile Granulozyten einbezogen
werden konnten, ist auch nicht auszuschliel3en, dass die Effekte auf andere Zell-
populationen zurlckzufihren sind und das in diesen mdoglicherweise Zell-
zahlriickgdnge zu demonstrieren waren. Aus diesem Grund sind weitere Studien
Uber einen langeren Zeitraum mit Untersuchung einer groReren Stichproben und

adaquater Probenaufbereitung zur Beleuchtung weiterer Zelllinien anzuraten.
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Summary

The aim of this double-blinded, randomized and placebo-controlled study was to
assess the potential influence of polyunsaturated fatty acids on the inflammatory
infiltrate in the skin of dogs diagnosed with atopic dermatitis (AD). 28 atopic animals
were included in the study. The diagnosis “canine atopic dermatitis” was confirmed
based on the case history, clinical findings, the ruling out of differential diagnosis as
well as using appropriate tests and detection methods. The animals were assigned to
one of three groups and supplemented for 10 weeks with either one of two fatty acid
products or a placebo. Skin punch biopsy specimens from the lateral thorax were
taken prior to and at the end of the trial. Clinical signs as well as pruritus intensity
were evaluated by owner pruritus scores and clinician lesion scores.

The number of mast cells and eosinophils per mm? within the epidermis and dermis
were quantified before and after supplementation by utilisation of Image Analysis
Software. An evaluation of the results showed no significant differences between cell
counts before and after the study, or when comparing groups amongst themselves.
However, a positive correlation between cell numbers and the pruritus intensity as
well as cell numbers and clinical signs was observed.

The long survival time of inflammatory cells in tissue could be one reason for these
findings as mast cells in particular do have the ability to reside up to several months
in target organs. The reason that no decline in cell numbers could be found might
therefore be due to the short study period of only 10 weeks. The correlations
between cell counts and pruritus and clinical changes, in addition to various reports
describing beneficial effects of fatty acids could indicate that fatty acids influence the
mediators of effector cells rather than cell numbers. Since only mast cells and
eosinophils could be evaluated in this study, an effect of other cell lines involved in
AD cannot be excluded. It is possible that a decline in nhumbers might be seen in

those cell lines.

Thus, further long term studies with higher numbers of individuals using suitable

processing techniques and evaluation methods are recommended.
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9.3. Losungen fur das Farben und die Immunhistochemische Behandlung der

Paraffinschnitte

9.3.1. Phosphatpuffer 0,1M

Puffer A:

13,61 ¢ Kaliumdihydrogenphosphat (AppliChem A3620)
1000 ml Aqua dest.

Puffer B:

4,45¢ Dinatriumhydrogenphosphat (Merck-Nr. 1.019.60)
250 ml Aqua dest.

9.3.2. Giemsa-Gebrauchslosung 7%

97,5 ml Puffer A

2,5 ml Puffer B

Mischen und erwarmen

Giemsa-Stammlosung (Merck-Nr.
1.0924.0500)

7 ml

Auf pH- Wert 5,0 einstellen und

filtrieren

9.3.3. Essigsaure 0,5%

25 m Essigsaure 100% (Merck-Nr. 1.00063.100)

4975 ml | Aqua dest.
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9.3.4. Eosin 1%

1049 Eosin gelblich (AppliChem A0822)

1000 ml Aqua dest.

Heild 16sen, dann

abkihlen lassen

1,5mi Eisessig (Merck-Nr. 1.00063.100)

In der Flasche filtrieren.

9.3.5. Hamatoxylin-Biebrich-Scharlach-Gebrauchslésung

Herzustellen direkt vor

Hamatoxylin-Gebrauchslésung und Biebrich-Scharlach-Ldsung

Gebrauch aus Weigerts-Eisen-

Weigerts-Eisen-Hamatoxylin-

Gebrauchsldsung

1lg Hamatoxylin (Merck-Nr. 1.04302.0100)

100 ml 95% Ethanol

4 ml 30% Eisenchloridlésung (Merck-Nr.1.03943)
95 ml Aqua dest.

1 mi 37% HCI

Biebrich-Scharlach-L6sung

0,29

Biebrich-Scharlach (Cl 26905)

20 ml

Aqua. Dest

9.3.6. Saure Ethanollésung

200 ml 70% Ethanol

2ml 37% HCI
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9.3.7. Lithium-Karbonat-L6sung

19 Lithiumkarbonat (Merck- Nr. 1.04543)

200 ml Aqua dest.

9.3.8. Citratpuffer 1nM, pH 6

429 Citrat Monohydrat

21 Aqua dest.

Einstellen des pH auf 6 mit 2n NaOH

9.3.9. TBS-Puffer 0,5M, pH 7,6

60,59 TRIS

700 ml Aqua dest.

Mit 2M HCI auf pH 7,6 einstellen, auffillen auf
1000mI mit Aqua dest.

90g Natriumchlorid

pH-Wert prifen und gegebenenfalls auf pH 7,6

einstellen
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9.4. Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Medikamente

Lidocainhydrochlorid

Lidocaine hydrochloride, Fujisawa, Deerfield, Illinois, USA

3V Caps

3V Caps, DVM Pharmaceuticals, Miami, Florida, USA

Avidin-Biotin-Komplex

Vectastain: PK-6100, Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim

Avidin-Biotin-Komplex

Vectastain: PK-6100, Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim

Biebrich-Scharlach

Chroma Gesellschaft, Schmid GmbH & Co., Stuttgart, CI
26905

biotinylierte Ziege anti-

Kaninchen-lgG

VECTOR: BA-1000, Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim

Citrat Monohydrat

Citrat Monohydrat, Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Nr. 3958.2

DAB (Substrat
Chromogenreaktion)

Bio Trend, Nr. 4170, Biotrend Chemikalien GmbH, Koln

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Nr. 1.019.60

Eisenchlorid Merck, Darmstadt Nr.1.03943
Eisessig Merck, Darmstadt, Nr. 1.00063.100
Eosin gelblich AppliChem GmbH, Darmstadt, Nr. A0O822

Essigsaure 100%

Merck, Darmstadt, Nr. 1.00063.100

Ethanol 100 %

Bundesmonopolverwaltung fir Branntwein, Offenbach am

Main

Ethanol 70 %

Bundesmonopolverwaltung fir Branntwein, Offenbach am

Main

Ethanol 95 %

Bundesmonopolverwaltung fur Branntwein, Offenbach am

Main

Ethanol 96 %

Bundesmonopolverwaltung fur Branntwein, Offenbach am

Main

Eukitt

Roti®-Histokitt Il, Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Formaldehyd 4 %

SAV 25000-4-1, Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbricken

Giemsa-Stammldsung

Merck, Darmstadt, Nr. 1.0924.0500
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Hamatoxylin

Merck, Darmstadt, Nr. 1.04302.0100

Kaliumdihydrogenphosphat

AppliChem GmbH, Darmstadt, Nr. A3620

Leindlkapseln

Flaxseed oil capsules, Traco Labs, Chamaign, lllinois, USA

Lithiumkarbonat

Merck, Darmstadt Nr. 1.04543

Mayers Hamalaun

AppliChem GmbH, Darmstadt, Nr. A0O884

NacCl

NeoLab, Heidelberg

Natriumchlorid (NaCl)

neoLab® Labor Spezialprodukte, Heidelberg

Natriumhydroxid (NaOH)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Nr. A2518

Paraffin

SAV LP, Flintsbach am Inn

Plazebokapseln

Paraffin Qil, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

RB anti-CD20

LABVISION, Fremont CA, USA, Kat-Nr. RB-90 13-PO

Rb anti-CD3

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, Kat-Nr. A045201

Salzsaure, konzentriert (37 %)

neoLab® Labor Spezialprodukte, Heidelberg

Tris(hydroxymethyl)amino-
methan (TRIS)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Wasserstoffperoxid (H202) 30
%

AppliChem GmbH, Darmstadt, Nr. A0823

Xylol

SAV LP, Flintsbach am Inn

9.5. Verbrauchsmaterialien

Becherglas

100 ml, VWR International, Darmstadt

Biopsiestanze

Disposable biopsy punch, Stiefel Laboratories, Coral Gables,

Florida, USA

Einbettkassetten

4x2.5 cm, VWR International, Darmstadt

Farbegestelle

VWR International, Darmstadt

Farbetroge VWR International, Darmstadt

Handschuhe GroBe M, STERLING, NITRILE, Kimberly-Clark, VWR
International, Darmstadt

Messbecher 25 ml, VWR International, Darmstadt

Messbecher

50 ml, VWR International, Darmstadt
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Messbecher 100 ml, VWR International, Darmstadt
Messbecher 200 ml, VWR International, Darmstadt

Mikroskopische Deckglaschen

18x24 mm, R. Langenbrinck, Emmerdingen

Objekttrager 76x26 mm, StarFrost, VWR International, Darmstadt
76x26 mm, Objekttrager geschliffen, VWR International,
Objekttrager Darmstadt

Pipettierhilfe

Accu-jet® pr, Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Pipettierhilfe

10 pl Gilson pipetman, Gilson, Frankreich

Pipettierhilfe

20 ul Gilson pipetman, Gilson, Frankreich

Pipettierhilfe

100 pl Gilson pipetman, Gilson, Frankreich

Pipettierhilfe

200 pl Gilson pipetman. Gilson, Frankreich

Pipettierhilfe

1000 pl Gilson pipetman, Gilson, Frankreich

Wecker

TFA, Dostmann, Wertheim

9.6. Gerate in alphabetischer Reihenfolge

Ausgiel3station

TBS 88 Paraffin Embedding System, Medite Medizintechnik,
Burgdorf

Einbettungsautomat

Histomaster 2050/DI, Bavimed, Birkenau

Kamera (Mikroskop)

ColorView lll, Soft Imaging System, Olympus Soft Imaging

Solutions GmbH, Miinster

Mikroskop

Olympus BX51TF, Software: analySIS FIVE, Olympus
Corporation, Tokyo, Japan

Mikrowelle

Micro-Chef® Moulinex, Moulinex, Ecully, Frankreich

Pipettierhilfe

Accu-jet® pr, Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Rotationsmikrotoms

HM 315, Microm, Walldorf

Waage Mettler PC 400, Mettler Waagen GmbH, Giel3en, Schweiz
Warmeschrank Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Wasserbad Daglef Platz, Wankendorf

Zentrifuge

Micro Centrifuge, Carl Roth® GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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9.7.

9.7.1. Ergebnisse fur Mastzellen

Ubersichten iiber die Zellzahlergebnisse

Auswertung Schnitt x

xund x+12

Prap | Flache (um?®) | Zellen | NA (mm?)
1 423861457,12 | 97
2 317869425,49 |45
3 452110850,36 |99
4 451123358,89 |83
5 470703686,91 | 206
6 392307373,60 | 179
7 252754724,72 | 65
8 235653905,90 | 138
9 451624646,75 | 127
10 475888436,52 | 129
11 303220326,04 | 14
12 430703959,86 | 45
13 262166650,66 | 38
14 451014186,26 | 67
15 391410040,12 | 155
16 450197171,70 | 123
17 312947462,58 |8
18 457169007,71 | 49
19 426605318,73 | 128
20 419425746,41 | 70

‘ ’ Auswertung Schnitt x+12

Prap | Flache (um?) Zellen | NA (mm?)

1 441404913,14 85 0,1925669548971260
2 389097808,95 63 0,1619130166011690
3 355244024,14 103 0,2899415415906000
4 471514644,03 67 0,1420952686163810
5 528758554,61 309 0,5843877083518980
6 534880321,65 187 0,3496109174911170
7 273859220,75 82 0,2994239148692240
8 219474248,80 97 0,4419652899160530
9 369971835,18 87 0,2351530352511090
10 434122714,26 101 0,2326531109346890
11 753290662,70 46 0,0610654057958496
12 608247665,05 76 0,1249491027536500
13 379010987,09 42 0,1108147294685860
14 594346859,77 67 0,1127287860592510
15 431100329,14 171 0,3966594048794330
16 594641683,76 162 0,2724329700125490
17 1424217331,41 | 46 0,0322984413863713
18 644955092,86 91 0,1410950948483370
19 404223375,36 106 0,2622312475264370
20 465020467,23 103 0,2214956270925940
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21 | 239939016,77 | 195 21 | 269575873,07 |164 |0,6083630487117610
22 | 526758126,94 |194 22 | 51244176052 |233 | 0,4546858159326500
23 | 196688036,23 |37 23 | 24896554120 |62 | 0,2490304469492580
24 | 324511921,90 |49 24 | 19460207198 |22 | 0,1130512115115660
25 |1451882576,66 | 63 25 | 236666969806 |85 | 0,0359154469547128
26 |60445711,71 |8 26 | 14184552724 |24 | 0,1691981443968440
27 | 47657674307 | 193 27 | 488249871,08 | 155 |0,3174604012841680
28 | 38234186751 | 133 28 | 457224588,18 | 172 | 0,3761827435498440
29 | 454711074,26 | 150 29 | 64649600586 |211 | 0,3263747928640610
30 |405213651,20 | 108 30 |526674418,11 |187 | 0,3550580654193530
31 |457041686,62 | 336 31 |420870183,95 |405 |0,9622919737362880
32 | 1459672204,42 | 394 32 | 139674106550 |490 | 0,3508166345954690
33 | 755888748,22 | 138 33 |532264756,04 |86 | 0,1615737262783130
34 | 436040656,98 | 84 34 |483326097,15 |97 | 0,2006926598252690
35 |406255207,19 |32 35 | 131546999564 |118 | 0,0897017798893930
36 | 53104415877 |41 36 | 58885967296 |56 | 0,0950990576727844
37 | 2486607297,49 | 140 37 |2217664881,94 |159 |0,0716970365066645
38 | 61135308597 | 126 38 | 47757444227 |77 | 0,1612314085192760
39 | 36603138211 |43 39 |378411698,70 |48 | 0,1268459726929680
40 |883411269,94 | 139 40 | 843125687,21 | 122 | 0,1446996596719900
41 | 45442304530 |91 41 | 402452010,08 | 106 | 0,2633854406117370
42 | 513565808,68 | 103 42 | 64427878681 | 171 | 0,2654130533253590
43 | 552614150,74 |79 43 [717196087,33 | 108 | 0,1505864322295260
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44 [440532179,38 | 60 44 [41104303553 |59 | 0,1435372817445390

45 | 347482207,98 | 144 45 |31159795051 |117 |0,3754838560667780

46 | 400368440,80 |56 46 | 397023622,40 |64 | 0,1611994762757980

47 [ 37520236527 | 104 47 | 37316674625 |78 | 0,2090218401929750

48 |305074541,04 | 110 48 |346261026,70 | 114 |0,3292313925319970

49 | 27131509595 | 133 49 |508235816,35 |253 | 0,4978004144158350

50 |38641838591 | 108 50 |53233188529 |184 | 0,3456490303971960

51 | 49652914308 | 271 51 |449298219,85 |258 | 0,5742288497963210

52 | 459506962,49 | 160 52 | 62727769194 | 164 |0,2614472060895270

53 |387657201,74 | 118 53 |512483746,45 | 149 |0,2907409279457740

54 | 47581755347 |79 54 | 54179796437 |80 | 0,1476565163788010

55 |582555842,47 |97 55 |848780330,59 |166 | 0,1955747488688990

56 | 628916390,17 | 107 56 | 89574481892 | 147 |0,1641092383623700

9.7.2. Ergebnisse fur eosinophile Granulozyten

Prap Flache Eos NA (mm?) Prap Flache Eos NA (mm?)

1 381847654,40 1 0,00261884547011637 | 2 317869435,49 1 0,00314594575114932
3 452110860,34 3 0,00663554066749008 | 4 451123358,89 2 0,00443337716965277
5 470703686,91 7 0,01487135154167260 | 6 392307373,60 5 0,01274510839324180
7 25275472472 0 0 8 235653905,90 2 0,00848702249326901
9 451624646,75 0 0 10 475888436,52 1 0,00210133284034518
11 303220326,04 0 0 12 430703959,86 0 0
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13 262166650,66 1 0,00381436768361848 | 14 451014186,26 0 0
15 391410040,12 10 |0,02554865479928460 | 16 450197171,70 1 0,00222124896125819
17 312947462,58 3 0,00958627360409768 | 18 457169007,71 9 0,01968637385347230
19 666544335,50 12 | 0,01800330354769030 | 20 419425746,41 0 0
21 239939016,77 1 0,00416772567238857 | 22 526758126,94 4 0,00759361801067308
23 196688036,23 0 0 24 393950746,97 0 0
25 1451882576,66 |1 0,00068876093430397 | 26 60445711,71 0 0
27 491349661,96 4 0,00814084207170093 | 28 382341867,51 0 0
29 454711074,26 11 0,02419118561803550 | 30 405213651,20 12 0,02961400723905330
31 321535884,19 30 0,09330218328686630 | 32 616933525,37 20 0,03241840356788070
33 259700948,89 0 0 34 479813383,07 5 0,01042071808837090
35 268464070,38 0 0 36 311199500,43 0 0
37 758946691,49 0 0 38 415016854,88 0 0
39 493045144,03 0 0 40 845538629,15 2 0,00236535615411274
41 516979291,73 0 0 42 560037471,10 2 0,00357118961356584
43 529443746,12 0 0 44 391053899,67 0 0
45 329233516,61 1 0,00303735783129447 | 46 391423403,51 0 0
47 422743142,73 0 0 48 295324291,17 0 0
49 293933725,73 0 0 50 303994429,88 0 0
51 575066395,91 0 0 52 778711748,79 0 0
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53 553313065,34 0 54 639368341,04 0 0

55 780711721,26 0 56 654384919,77 0 0
9.8. Werte fur den Variationskoeffizient in %

Prap |NA (mm?) vonx  |NA (mm? von x+12 Mittelwerte SD CVin %
1 10,228848362 0,192566955 0,210707658 0,025654829 12,18
2 10,141567563 0,161913017 0,15174029 0,014386408 9,48
3 10,218972847 0,289941542 0,254457194 0,050182445 19,72
4 10,183985153 0,142095269 0,163040211 0,029620621 18,17
5 10,437642631 0,584387708 0,51101517 0,103764439 20,31
6 10,45627488 0,349610917 0,402942899 0,075422812 18,72
7 10,25716631 0,299423915 0,278295113 0,029880639 10,74
8 10,585604552 0,44196529 0,513784921 0,101568296 19,77
9 10,281206973 0,235153035 0,258180004 0,032565052 12,61
10 (0,271071936 0,232653111 0,251862524 0,027166212 10,79
11 {0,046171047 0,061065406 0,053618227 0,010531902 19,64
12 |0,104480117 0,124949103 0,11471461 0,014473759 12,62
13 |0,144945972 0,110814729 0,127880351 0,024134433 18,87
14 {0,148554086 0,112728786 0,130641436 0,025332312 19,39
15 {0,396004149 0,396659405 0,396331777 0,000463336 0,12
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16 |0,273213622 0,27243297 0,272823296 0,000552004 0,20
17 ]0,025563396 0,032298441 0,028930919 0,004762396 16,46
18 |0,107181369 0,141095095 0,124138232 0,023980626 19,32
19 (0,300043141 0,262231248 0,281137194 0,026737047 9,51
20 |0,166894857 0,221495627 0,194195242 0,038608575 19,88
21 10,812706506 0,608363049 0,710534777 0,144492644 20,34
22 10,368290474 0,454685816 0,411488145 0,061090732 14,85
23 (0,188115153 0,249030447 0,2185728 0,043073618 19,71
24 10,150995993 0,113051212 0,132023602 0,026831013 20,32
25 10,043391939 0,035915447 0,039653693 0,005286678 13,33
26 10,132350166 0,169198144 0,150774155 0,026055455 17,28
27 10,404971503 0,317460401 0,361215952 0,061879694 17,13
28 10,347856228 0,376182744 0,362019486 0,020029871 5,53
29 10,329879804 0,326374793 0,328127298 0,002478417 0,76
30 |0,266526065 0,355058065 0,310792065 0,062601578 20,14
31 |0,735162699 0,962291974 0,848727336 0,16060465 18,92
32 10,269923616 0,350816635 0,310370125 0,057200002 18,43
33 (0,182566549 0,161573726 0,172070138 0,014844167 8,63
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34 |0,192642587 0,20069266 0,196667623 |0,005692261 |2,89
35 |0,078768221 0,08970178 0,084235001 |0,007731194 |9,18
36 |0,077206385 0,095099058 0,086152722 |0,01265203 14,69
37 |0,056301612 0,071697037 0,063999324 |0,010886209 |17,01
38 |0,206100211 0,161231409 0,18366581 0,031727034 |17,27
39 (0,117476266 0,126845973 0,122161119 0,006625383 5,42
40 10,157344608 0,14469966 0,151022134 0,008941329 5,92
41 10,200253928 0,263385441 0,231819685 0,04464072 19,26
42 10,200558523 0,265413053 0,232985788 0,045859078 19,68
43 10,142956889 0,150586432 0,146771661 0,005394902 3,68
44 10,136198904 0,143537282 0,139868093 |0,005189017 |3,71
45 |0,414409707 0,375483856 0,394946782 |0,027524733 |6,97
46 |0,139871164 0,161199476 0,15053532 0,015081394 10,02
47 10,277183754 0,20902184 0,243102797 0,048197751 19,83
48 |0,360567616 0,329231393 0,344899504 |0,022158056 |6,42
49 |0,490204939 0,497800414 0,494002677 |0,005370812 |1,09
50 (0,279489807 0,34564903 0,312569419 0,046781636 14,97
51 (0,545788709 0,57422885 0,560008779 0,020110216 3,59
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9.9. Ubersicht tiber die klinischen und Pruritus Scores

PreKlin Scores PostKlin Scores PrePruritus Scores | PostPruritis Scores
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9.10. Ubersicht Uiber die statistischen Werte

9.10.1. Berechnungen Mastzellen

PB pra PB post LO pra LO post KP pra KP post

0,4251984502 | 0,32296875 | 0,2503913815 | 0,2128058323 | 0,1939951028 | 0,1863571432

9.10.2. Berechnungen eosinophile Granulozyten

PB pra PB post LO préa LO post KP pra KP post

0,005573467 | 0,0043272736 | 0,0095227844 | 0,0045865232 | 0,0072520034 | 0,0059704174
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9.11. Fragebdgen

9.11.1. Owner Consent Agreement

WNER SENT AGREEMENT

1 agree 1o enter my animal into the study lo evaluale essential faity acid supplementation. |
understand that my animal will be entered into a randomized clinical tnal. The treatment
regimen my pel will receive consists of commonly used fatty acid supplementations for the
treatment of atopic dermatitis (airborne allergy) in three groups and a placebo in one group.
There is a 25% chance that my amimal will receive placebo for the 6 months and a 75% chance
that he/she will receive accepted and commonly used formulations of fatty acid

supplementations.

| have been informed and understand the potential risks (ocassional diarrhea, which should
resolve on decreasing the dose of the supplement) and benefits of the treatment (mild to
significant improvement of clinical signs) and agree to cooperate to the best of my ability with
specific requirements. | agree 1o administer the fatty acid supplementations on schedule and 10

present my animal for reexamination as required.

The costs for the reexaminations, supplementations, blood samples and biopsies will be covered
by a research grant, in addition all owners and patients that complied for the duration of the study

will receive a refund for the intradermal skin test and 3 bags of dog food.

Signed Date

Witnessed Date
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9.11.2. Evaluation Form
COwner evaluation Ul prior to the first course of fatty acid supplementation
[ after 10 weeks of supplementation L prior to the second course of supplementation

| I after the second course of supplementation
OWIEE™S MAME! ... iiieiiaeiens Dog
Clinie number: ......oooviviininninonn, Date: ............ e

Itch (signs are scratching, biting, licking or rubbing of various parts of the body):

Cmild: noticable, but intermittent (not more than 10 times/day, not during acitivities)

O moderate: more than 10 times/day, but not interfering with activities

O severe: interfering with sleep, eating and playing

not present extremely severe and constant

Medication used in addition to fatty acid supplementation:

[ prednisone 5 mg L) prednisone 20 mg U one tablet [ half tablet
[ every other day U once daily T twice daily [ other

) antthistamine(s) BT =, Dose: ...oooviiiiiiiiiiiiiniin
[1 shampoos/rinses B 1 PSP
every []3-4 days [ week 0 2 weeks O3 weeks  [14 weeks

[l other medications (please specify) e i

Lesions: :

(Ibaldness  none generalized
[ redness none __ generalized
O bumps none generalized
O scabs none gencralized
O black skin  none gencralized
T odor none generalized
[ greasiness  none generalized

Vertral Derual

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
.....................................................................................................................
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9.11.3. Client Questionnaire
What is the main problem? -

At what age was this condition first noticed? ) -
Has there ever been any previous dermatitis? 0 Yes O No

Do the symptoms vary?

If the dermatitis has been present for some time are the symptoms worse in: O spring? O summer?
O avtumna? O winter? Are the symptoms present all year round? [0 Yes 0ONo

If yes, would there be a time of no symptoms at some stage? OYes [ONo

What (if anything) causes a worsening of symptoms? . _

What helps?

Home details:

Do you have any other pets - and if so how many? _cats  dogs _ birds _ other
Do you know of any relative of this pet that has skin problems? O0Yes ONo
Does any human in the house have skin problems? OYes 0O MNo

Where does this pet sleep?

Have there been any other illnesses? o
Bathing and fleas:

Dioes bathing: help _ worsen make no difference

How often do you prefer to bath your pet? O weckly Omonthly [ rarely

When was the last ime a flea was seen on this pet? other pets?

What is the current flea treatment on this pet?

Is flea treatment used on other pets? L
Medication:

If previous medications have been wsed, do you know what they were? _ Yes _ No
If yves, were they: O shampoos [ rinses O injections O tablets U cintments

Last tablet given (date): Response:  Unone  [some [ pood

Last injection given: (date): Response: Onone Osome [ good

Is your dog on heartworm tablets? [ No O Yes: Odaily 0O monthly

Diet:
What do you normally feed your pet? [cans DOdry O table scraps [ meat
If meat - which types?
Any other foods? (cg, vitamns, toast, biscuits)
Have you ever fed a special diet? [ No [ Yes: What?

Symiptoms?
Have any of the following been observed?

Osores [scabs Odandruff O hair loss Dodour Ohives [ redness
[ sweating O ear problems [ watery eves [0 *heat”™ [ weight loss
Oweightgan O vomiting O diarrhoca O tiredness O depression

[ increased appetite O increased thirst

Does your pet:
O rub at the face O lick or chew the paws O scraichat the sides COrollontheback Ohiteatthe taillarca O

lick the stomach arca O sneeze O snort O wheeze other?

What do you think could be the cause of the problem?
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