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Einleitung 1

I Einleitung

Die canine atopische Dermatitis ist definiert als eine mit einer genetischen Préadisposition
verbundene Hauterkrankung, bei welcher Hunde eine Hypersensibilitit gegen bestimmte An-
tigene entwickeln und bei Kontakt mit diesen Antigenen eine klassische Symptomatik zeigen.
Charakteristische Symptome sind Juckreiz an priadisponierten Hautstellen assoziiert mit Ent-
ziindung und einer IgE-Antikorperbildung gegen Umweltallergene (Olivry et al., 2001a). Die
atopische Dermatitis des Hundes ist eine hiufige Erkrankung in der Kleintierpraxis (Lund et
al., 1999b, Scott und Paradis, 1990). Immunologische Verdnderungen und klinische Sym-
ptome dhneln denen der humanen atopischen Dermatitis (Nuttall et al., 2002b, Olivry et al.,
2006). Die einzige spezifische Behandlung fiir die atopische Dermatitis ist eine Allergen-
spezifische Immuntherapie, bei der die Allergene mittels Intrakutantest oder Allergen-
spezifischem IgE-Serumtest identifiziert und nach Herstellung einer Hyposensibilisierungslo-
sung subkutan injiziert werden konnen (Mueller, 1996, Mueller et al., 2005b, Willemse et al.,
1984). Die Allergen-spezifische Immuntherapie muss in der Regel iiber Monate hinweg
durchgefiihrt werden, bevor eine Reduktion der klinischen Symptome festgestellt werden
kann. Sie fiihrt nicht bei allen Patienten gleichermallen zu einem Erfolg (Mueller et al., 2000,
Mueller, 1996, Scott, 1993).

Zu den symptomatischen Behandlungsmoglichkeiten der caninen atopischen Dermatitis
(CAD) zédhlen Glukokortikoide (Olivry und Mueller, 2003, Olivry und Sousa, 2001), Anti-
histaminika (Olivry et al., 2001b, Olivry und Mueller, 2003), Fettsduren-Supplementierung
(Mueller et al., 2004, Olivry et al., 2001b), Zyklosporin (Olivry und Mueller, 2003, Olivry et
al., 2002), topische Medikamente (Olivry und Mueller, 2003), IFN-y-Applikation (Hayashiya
et al., 2002), Pentoxyfyllin und Misoprostol (Olivry et al., 2003). Da Nebenwirkungen bei der
Anwendung von Glukokortikoiden sehr héufig sind, erlangen vergleichsweise
nebenwirkungsidrmere Behandlungsmoglichkeiten wie Antihistaminika und mehrfach
ungesittigte Fettsduren zunehmend an Bedeutung. Essentielle Fettsduren wurden in der Hu-
manmedizin bereits bei atopischer Dermatitis (Biagi et al., 1988, Fiocchi et al., 1994, Henz et
al., 1999), allergischem Asthma (Okamoto et al., 2000, Stenius-Aarniala et al., 1989),
Psoriasis (Mayser et al., 1998), Arthritis (Calder und Zurier, 2001), autoimmuner Nephritis
und Morbus Crohn (Belluzzi et al., 1996) eingesetzt. Mehrfach ungesittigte Fettsduren kon-
nen die Entziindungsreaktionen bei Menschen, Mausen und Ratten beeinflussen (Horii et al.,

1991, Schafer und Kragballe, 1991, Terencio et al., 1998, Watanabe et al., 1994). Eine orale
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Fettsdure-Supplementierung hat einen positiven Einfluss auf die Entziindungsreaktion und
auf den Atopie-assoziierten Juckreiz (Scott et al., 1992). In einer doppelt verblindeten, Plaze-
bo-kontrollierten und randomisierten Studie konnte bei 10 - 20 % der Hunde durch Fettsdu-
ren-Supplementierung eine vollstindige Remission erreicht und bei 40 % eine signifikante
Linderung der klinischen Symptome erzielt werden (Mueller et al., 2004). Verbesserungen
der Symptomatik konnten durch die alleinige Verabreichung von Omega-6-Fettsduren (y-
Linolensdure, GLA) (Scarff und Lloyd, 1992), durch Kombination von GLA mit Omega-3-
Fettsduren (Eicosapentaensdure und Docosahexaensidure, EPA und DHA) (Bond und Lloyd,
1992, Scott et al., 1992), variablen Dosen an Omega-3-Fettsduren (Logas, 1994) oder Ome-
ga-3-Fettsduren enthaltende Didten (Glos, 2007) erreicht werden. Verantwortlich fiir die posi-
tiven therapeutischen Effekte sind neben der Stabilisierung der epidermalen Barrierefunktion
die immunmodulatorischen Eigenschaften der essentiellen Fettsduren.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss der verschiedenen essentiellen Fettsduren auf die Pro-
liferation von peripheren Blutleukozyten zu untersuchen. Zusétzlich wurde iiber quantitative
Polymerase Kettenreaktionen der Einfluss von essentiellen Fettsduren auf die Expression von

verschiedenen Zytokinen bestimmt.
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1I Literaturiibersicht

2.1.  Atopische Dermatitis

2.1.1. Einfiihrung

Die Verbreitung der humanen atopischen Dermatitis nimmt seit dem zweiten Weltkrieg stetig
zu. In Nordeuropa ist laut der "Global International Study of Asthma and Allergies in Child-
hood” die Privalenz am Hdochsten (1998). Bis zu 20 % der Kinder entwickeln heutzutage das
charakteristische Krankheitsbild der atopischen Dermatitis (1998). Die ersten Symptome
werden bei 85 % der Erkrankten in den ersten fiinf Lebensjahren ersichtlich (Kay et al.,
1994). 20 % der Kinder, bei welchen die Symptome bereits vor einem Alter von zwei Jahren
auftreten, haben eine lebenslange Manifestation (Ozkaya, 2005, Williams und Strachan,
1998). Die Hilfte dieser Kinder entwickeln in den darauffolgenden Jahren Asthma (Warner,
2001).

Das zunehmende Auftreten von atopischen Erkrankungen (atopische Dermatitis, Asthma und
allergische Rhinitis) in der westlichen Gesellschaft wurde mit einer sinkenden Allergenkon-
zentration in den Haushalten, schiadlichen Schadstoffen, zuriickgehenden FamiliengrofB3en,
abnehmender mikrobieller Keimbelastung und Infektionen in frither Kindheit sowie verén-
derten Essgewohnheiten in Zusammenhang gebracht (Boguniewicz und Leung, 1998, Oku-
daira und Mori, 1998). Zusétzlich scheint die weit verbreitete Anwendung prophylaktischer
Parasitenbekdmpfung die Héaufigkeit der atopischen Dermatitis zu erhohen (Hagel et al.,
1993a, Hagel et al., 1993b). Neben Metabolisierungsdefiziten, auf welche in folgenden Kapi-
teln genauer eingegangen wird, erhoht eine genetische Verdnderung ebenfalls die Haufigkeit
der AD (Boguniewicz und Leung, 1998).

Juckreiz bei Hunden in Verbindung mit hypersensitiven Reaktionen ist der hiufigste Grund,
weshalb Hunde in einer dermatologischen Praxis vorgestellt werden (Lund et al., 1999b,
Scott und Paradis, 1990). Angaben iiber die Pravalenz der atopischen Dermatitis in der Tier-
medizin schwanken in der Literatur zwischen 3 und 15 % (Chamberlain, 1974, Reedy, 1997,
Scott, 2001). Vor mehr als 60 Jahren wurde erstmalig von einem Hund mit saisonaler, aller-
gischer Rhinitis berichtet (Wittich, 1941). 1971 wurden von Halliwell und Schwartzman die
klinischen Symptome der caninen atopischen Dermatitis beschrieben (Halliwell, 1971). In
selteneren Fillen tritt neben Juckreiz auch Konjunktivitis, Rhinitis und Asthma auf (Griffin,

1991). Bei 21,6 % der mit ,,Haut- oder Ohrenerkrankungen® vorgestellten Hunde lag eine
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canine atopische Dermatitis vor (Lund et al., 1999a). 27 % der Hunde mit juckenden Hauter-
krankungen, welche einem Intrakutantest unterzogen wurden, litten an CAD (DeBoer, 1989).

Die Pathophysiologie der AD beinhaltet eine komplexe Verkniipfung zwischen genetischen
Faktoren, Umwelteinfliissen, infektiosen Agentien, Defekten in der epidermalen Barriere und
der Immunantwort (Novak et al., 2003a).

GroBes Interesse gilt der Rolle der Tyl- und Ty2 Zytokine in der atopischen Dermatitis
(Leung, 2000). Die Ty2 Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13 unterstiitzen die humorale Im-
munitdt und IgE Produktion, welche charakteristisch fiir die AD sind. Tyl Zytokine wie IFN-
v, IL-2, IL-12 und TNF-a unterstiitzen die zellmediierte Immunitit (Abbas et al., 1996, Ro-
magnani et al., 1997). In verschiedenen humanmedizinischen Studien (Koning et al., 1997a,
Koning et al., 1997b, Neumann et al., 1996, van der Heijden et al., 1991, van Reijsen et al.,
1992) und in Mausmodellen (Spergel et al., 1999, Vestergaard et al., 1999) wurden Ty2 Pola-
risationen bei Atopie festgestellt. Die Anwesenheit von Tyl Zytokinen in chronischen Lésio-
nen (Werfel et al., 1996) und in Patchtests (Thepen et al., 1996) bestétigen den Zusammen-
hang mit der AD. Ferner wurde nachgewiesen, dass eine Toleranz von der Anwesenheit im-
munsuppressiver Zytokine wie IL-10 und TGF-f3 beeinflusst wurde. Diese Beeinflussung war

stirker als der Einfluss einer Ty 1 Polarisation (Koulis und Robinson, 2000).
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2.1.2. Canine atopische Dermatitis

Die drei hdufigsten Allergien beim Hund sind die Flohspeichelallergie, Futtermittelallergie
und canine atopische Dermatitis. Die canine atopische Dermatitis ist nach der Flohspeichelal-
lergie die zweithiufigste allergische Erkrankung (Vollset, 1985). Eine atopische Dermatitis
kann auch zusammen mit einer Futtermittelallergie auftreten (Rosser, 1993, White, 1986).
Die typischen Lokalisationen der CAD beim Hund sind das Gesicht, die Ohren, die Pfoten,
die Extremititen und das Abdomen. Es konnen nur einzelne oder auch mehrere Regionen
betroffen sein. Uber generalisierten Juckreiz wird bei 40 % der Hunde berichtet (Nesbitt,
1984, Scott, 1981). Das Vorhandensein von Primérldsionen variiert in der Literatur, manche
Hunde entwickeln keine Primirldsionen (Halliwell, 1971, Scott, 1981). Wenn eine Primérla-
sionen auftritt, handelt es sich in der Regel um ein Hauterythem (Chamberlain, 1974). Se-
kundédrldsionen werden bei CAD héufig gesehen. Diese spiegeln den chronischen Juckreiz
und das damit verbundene Trauma, die chronische Entziindung und Sekundérinfektionen
wieder. Zu den Sekundirldsionen zéhlen Hyperpigmentierung, Schuppen, rot-braune Spei-
chelverfarbungen, selbstinduzierte Alopezie, Exkoriationen, stumpfes Fell und Lichenifikati-
onen (Halliwell, 1971, Scott, 1981). Sekundire Pyodermien kdnnen bei 68 % der Hunde beo-
bachtet werden (Griffin, 1993). Bakterielle Pododermatitiden und eitrige Knotchen wurden
ebenfalls als Manifestationen beschrieben (Reedy, 1997, Scott, 2001). Otitis externa und
Juckreiz im Bereich der Ohren wurden in einer unverdffentlichten Studie bei 86 % der Hunde
beschrieben (Muse, 1996). Bei 50 % der Hunde ist eine Konjunktivitis vorhanden (Scott,
1981).

Allergene konnen iiber die Haut und den Respirationstrakt in den Korper der Hunde gelan-
gen. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass Allergene mit der Atemluft
aufgenommen werden, diese den Respirationstrakt penetrieren und {iber den Blutkreislauf zur
Haut gelangen. Sie binden an IgE Rezeptoren auf der Oberfliche der Mastzellen und regen
die Zellen zur Degranulierung an (Olivry et al., 2001a, Olivry und Hill, 2001). Mehreren Stu-
dien zufolge ist jedoch der epidermale Weg der Allergenpenetration wahrscheinlicher. Es
wird davon ausgegangen, dass Umweltallergene direkt durch das Stratum corneum der Haut
eindringen, Kontakt zu den Antigen prisentierenden Zellen der Epidermis aufnehmen und
eine Entziindung der Haut verursachen. Diese Hypothese beruht auf klinischen und histologi-
schen Befunden. Besonders haarlose oder wenig behaarte Korperbereiche sind betroffen.

Diese Bereiche sind vermehrter Reibung ausgesetzt, wodurch ein Eindringen der Allergene
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erleichtert wird (Marsella et al., 2005). Die Antigen présentierenden Langerhanszellen wer-
den in Hautbereichen mit klinischen Verdnderungen in hoherer Anzahl gesehen als in der
unverdanderten Haut gesunder Hunde (Day, 1996, Olivry et al., 1996). Aullerdem wird in den
verdnderten Bereichen der Haut atopischer Hunde IgE auf der Oberfldche von epidermalen
Langerhanszellen mit dem hochaffinen FceRI gebunden (Olivry et al., 1996). Zusétzlich zu
den genannten Befunden spricht eine Hyperplasie der T-Lymphozyten in der Epidermis der
betroffenen Areale fiir eine Stimulation durch Antigene. Intakte und degranulierte eosinophi-
le Granulozyten unterhalb des Stratum corneum geben ebenfalls einen Hinweis auf den direk-

ten Weg der Allergene durch die Haut (Olivry und Hill, 2001).

2.2. Fettsauren

2.2.1. Nomenklatur der Fettsiduren

Fettsduren (FS) sind ein Teil der Lipide und werden auch als aliphatische Karbonséuren be-

zeichnet. Es werden

kurzkettige FS: 1 -7 Kohlenstoffatome
mittelkettige FS: 8 - 12 Kohlenstoffatome
langkettige FS: > 12 Kohlenstoffatome
unterschieden.

Die meisten der etwa 50 natiirlichen Fettsduren haben eine Kettenldnge von acht bis 22 Koh-
lenstoffatomen. Je nach Grad ihrer Wasserstoffsattigung spricht man von geséttigten, einfach

oder mehrfach ungesittigten Fettsduren (Polyunsaturated Fatty Acids, PUFA).
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2.2.2.

Mehrfach ungesiattiste Fettsiuren

Es gibt vier Hauptfamilien mehrfach ungesittigter Fettsduren. Dazu gehéren die Omega-3-,

Omega-6-, Omega-7- und Omega-9-Fettsduren. Diese werden auch als n-3-, n-6-, n-7- und n-

9-Fettsduren bezeichnet. In Tabelle 2-1 ist eine Ubersicht der in dieser Studie bedeutenden

Omega-3- und Omega-6-Fettsduren dargestellt.

Tab. 2-1: Ubersicht bedeutender Omega-3- und Omega- 6-Fettsiuren

Omega-3-Fettsiuren

Bezeichnung Strukturformel | Kohlenstoffatome | Doppelbindungen | Abkiirzung
o-Linolensdure 18:3 n3 18 3 ALA
Eicosapentaensdure | 20:5 n3 20 5 EPA
Docosahexaensédure | 22:6 n3 22 6 DHA
Omega-6-Fettsiuren

Bezeichnung | Strukturformel | Kohlenstoffatome | Doppelbindungen | Abkiirzung
Linolsdure 18:2n6 18 2 LA
y-Linolensdure 18:3 n6 18 3 GLA
Dihomo-y- 20:3 n6 20 3 DHGLA
Linolensdure
Arachidonsdure | 20:4 n6 20 4 AA

In der Konfiguration 18:2n-6 (Linolséure) bezieht sich die Ziffer vor dem Doppelpunkt auf

die Anzahl der Kohlenstoffatome im Molekiil, die Ziffer nach dem Doppelpunkt bezieht sich

auf die Anzahl der Doppelbindungen. Die Angabe n-6 gibt Auskunft iiber die néchstliegende

Doppelbindung zum n (methyl)terminalen Ende.
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2.2.3. Biosynthese der Omega-3- und Omega-6-Fettsduren

In tierischen Zellen kénnen nur einfach ungeséttigte Fettsduren synthetisiert werden, wahrend
die mehrfach ungesittigten Fettsduren wie Omega-6- und Omega-3-Fettsduren essentiell sind
und iiber die Nahrung zugefiihrt werden miissen.

Saugetiere konnen eine Delta-9-Doppelbindung in gesittigte Fettsduren einbauen. Dies fiihrt
zur Bildung von einfach ungesittigten Fettsiuren wie der Olsdure oder Palmitoleinsiure. Der
Einbau weiterer Doppelbindungen zwischen C-10 und dem Methylende ist beim Sédugetier
nicht moglich. Linolsdure und Linolensédure sind nicht ineinander umwandelbar, d.h. Omega-
3-Fettsduren konnen nicht in Omega-6-Fettsduren umgewandelt werden. Pflanzen kdnnen
diesen Reaktionsschritt durchfiihren, da sie die Delta-15-Desaturase besitzen (Calder, 2001Db).
Neben der Delta—15-Desaturase besitzen Pflanzen Delta-6, Delta-9, Delta-12-Desaturasen
(Calder, 2001a), mit denen sie Doppelbindungen einbauen und so aus Olsiure Linolsiure
katalysieren konnen. Pflanzen konnen iiber diese mehrfach ungesittigten Fettsduren ihre Kil-
teempfindlichkeit vermindern (Ishizaki-Nishizawa et al., 1996). In Algen und Phytoplankton
hat man eine erhdhte Menge an Omega-3-Fettsiuren festgestellt. Uber die Nahrungskette
gelangen die Fettsduren in die Fische und dienen dort ebenfalls als Kélteschutz, indem die
Fettsduren durch Einbau in die Zellmembranen deren Fluiditit erhdhen (Metz, 2000).

Tiere und Menschen konnen im endoplasmatischen Retikulum und in den Peroxisomen aus
Linolsdure und a-Linolensdure die entsprechenden Derivate der Omega-3- bzw. Omega-6-
Fettsduren bilden (Mimouni et al., 1991). Im Vergleich zum Menschen ist die Syntheseleis-

tung des Tieres jedoch deutlich hoher.
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Omega-3-Fettsduren und Omega-6-Fettsduren gehdren zu den wichtigen essentiellen Fettséu-
ren. Omega-6-Fettsduren haben im Organismus eine hohere Aktivitit als Omega-3-
Fettsduren. Es wird debattiert, ob Omega-3-Fettsduren generell essentiell sind (Rivers und
Frankel, 1981). Wenn man die normale Physiologie des Menschen betrachtet, sind einige
Griinde erkennbar, weshalb Omega-6-Fettsduren im Vergleich zu Omega-3-Fettsduren die

bedeutendere Gruppe der essentiellen Fettsduren zu sein scheinen:

1. Es gibt kein etabliertes Syndrom bei Omega-3-Fettsduren-Mangel

2. Ein etablierter essentieller Fettsduren-Mangel kann nicht durch Omega-3-Fettsduren-
Supplementierung alleine ausgeglichen werden

3. Alle Gewebe mit Ausnahme der Retina und des Gehirns enthalten mehr Omega-6-

Fettsduren als Omega-3-Fettsduren.

Omega-6-Fettsduren werden hauptséchlich in Form von Linolsdure aufgenommen, welche
zuerst in ihre langkettigen, mehrfach ungeséttigten Metaboliten konvertiert werden miissen,
um anschlieBend ihre biologische Funktion als essentielle Fettsduren entfalten zu kdnnen
(Crawford, 1983). Der erste Schritt hierzu ist die Konversion zu GLA, welcher durch die
Menge an Fettsduren limitiert ist (Brenner, 1981). Nach der Konversion zu GLA kann die
Fettsdure Einfluss auf eine Vielzahl nutritiv bedingter Stoffwechselvorgéinge und hormoneller

Verdanderungen nehmen (Horrobin, 1989, Sprecher, 1981).
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2.2.4. Konversion der Fettsduren

Wihrend der Konversion der Linolsdure in langkettige Metaboliten werden zunehmend Dop-
pelbindungen und Elongationen durchgefiihrt. Fettsduren in trans-Konfiguration gleichen
stereotypisch gesittigten Fettsduren und haben dhnliche biologische Effekte wie gesittigte
Fettsduren: Trans-Fettsduren inhibieren den Metabolismus der Linolsidure (Kinsella et al.,
1981).

In der Omega-3-Familie wird aus der a-Linolenséure (ALA, 18:3n-3) als Vorstufe iiber Zwi-
schenschritte Eicosapentaensdure (EPA, 20:5n-3), Docosapentaensidure (DPA, 22:5n-3) und
Docosahexaensdure (DHA, 22:6n-3) gebildet. In der Omega-6-Familie gilt die Linolsdure
(LA, 18:2n-6) als Ausgangspunkt fiir andere Omega-6-Fettsduren und iiber Zwischenschritte
wird die Arachidonsdure (AA, 20:4n-6) metabolisiert (Taugbol et al., 1998). In Abb.2-1 wird
die Synthese der PUFA durch Desaturierung und Elongation gezeigt. Beide Omega-
Fettsdurefamilien konkurrieren um dasselbe Enzymsystem, wobei bei erhohter Linolsdure-
aufnahme die Delta-6-Desaturierung in Richtung Arachidonsdure beziehungsweise bei ver-
mehrter Aufnahme von a-Linolensdure in Richtung Eicosapentaenséure forciert wird.

Die Omega-3-Fettsdure o-Linolensdure hat die hochste Affinitdit zum Enzym Delta-6-
Desaturase, d.h. sie hemmt kompetitiv die Desaturierung von Linolsédure zu Arachidonsiure.
Je nach Konzentrationsverhéltnis der Fettsduren kommt es zu einer Konkurrenzsituation um
das Enzym. Ist a-Linolensdure in hoher Konzentration vorhanden, wird die Katalyse von Li-
nolsdure zu anderen langkettigen Omega-6-Fettsduren wie der Arachidonséure unterdriickt.
Ist allerdings die Linolsiure im Uberschuss vorhanden, wird die Bildung von EPA und DHA
aus a-Linolensdure vermindert. Nicht nur die Kettenverldngerung von EPA zu DHA ist mog-
lich, sondern auch der umgekehrte Weg der Kettenverkiirzung durch Verringerung einer

Doppelbindung von DHA zu EPA (Barclay et al., 1998).
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Abb. 2-1: Konversion der Omega-3/Omega-6-Fettsiuren in verschiedene Fettsiuren
und entsprechende Eicosanoide. Eicosanoide werden aus den biologischen Vorstufen
Arachidonsiure, Eicosapentaensiure und Dihomo-y-Linolensiure synthetisiert.

2.2.5. Synthese von Eicosanoiden

Tritt im Korper eine Entzlindung auf, wird in der Zellmembran Phospholipase A, aktiviert.
Sie setzt aus den Phospholipiden der Zellmembranen C-20-Fettsduren frei. Diese werden zu
Eicosanoiden synthetisiert. Abhéngig von der Art der freigesetzten Fettsdure werden ver-

schiedene Arten von Eicosanoiden gebildet (Abb.2-1).

Wichtige Bausteine in der Synthese der Eicosanoide sind die Arachidonsidure (AA) und Di-
homo-y-Linolensdure aus der Omega-6-Fettsduren-Familie und die Eicosapentaensiure
(EPA) aus der Omega-3-Fettsduren-Familie.

Sowohl die AA als auch die EPA sind Ansatzpunkte fiir die Cyclooxgenase (COX) und 5-
Lipooxygenase (LOX). Je nach Ausgangssubstanz werden spezifische Eicosanoide syntheti-

siert (Maynar et al., 2001)
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2.2.6. Wirkung von Eicosanoiden

Aus der Arachidonsdure werden Prostaglandine der Zweierreihe, Thromboxan A, und Leu-
kotriene der Viererreihe gebildet. Sie wirken proinflammatorisch, vasokonstriktorisch, im-
munsuppressiv und fordern die Aggregation der Blutpléttchen. Aus der Eicosapentaensidure
werden Prostaglandine der Dreierreihe, Thromboxan Aj und Leukotriene der Fiinferreihe
metabolisiert. Sie wirken antiinflammatorisch, vasodilatatorisch, nicht immunsuppressiv und
haben nur eine geringe Wirkung auf die Thrombozytenaggregation. Die Metaboliten der bei-
den Omega-Familien unterscheiden sich darin, dass die Produkte aus der EPA jeweils eine
Doppelbindung mehr zwischen dem dritten und vierten Kohlenstoffatom, vom Methylende

aus gesehen, enthalten.

Phospholipid- Zellmembran Phospholipid-

Arachidonsaure Eicosapentaensiure

Arachidonsaure Eicosapentaensiure
TXA; PGIL; PGE; TXA; PGI; PGE; LTBs

PG: Prostaglandin ; TX:Thromboxan; LT: Leukotrien

Abb. 2-2: Eicosanoidsynthese aus der Arachidonsiure und Eicosapentaensiure

Durch vermehrten Einbau von EPA oder DHA in die Phospholipide der Zellmembranen wird
die AA in den Phospholipiden verdringt, wodurch die Ausgangssubstanz fiir Eicosanoide der
Zweierreihe vermindert wird. EPA und DHA hemmen kompetitiv den Abbau durch die Cyc-
looxygenase. Der Abbau durch die Lipooxygenase wird zwar nicht gehemmt, jedoch konkur-
rieren sie um dieses Enzym (Metz, 2000). Die Menge an Leukotrien B, wird verringert, die
an Leukotrien Bs dagegen erhoht. In Folge dessen wird die Entziindungsreaktion gehemmt

(Vaughn, 1994).
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2.2.7. Entwicklung der Omega-6- und Omega-3- Fettsiuren in der Ernihrung

Die Erndhrung unserer Urahnen als Sammler und Jéger war reicher an Ballaststoffen, Protei-
nen und Pflanzeninhaltsstoffen als unsere Erndhrung heutzutage. Im Gegensatz dazu war sie
weniger reichhaltig an Zucker und Fett. In unserer heutigen Erndhrung wird doppelt so viel
Fett wie im Paldolithikum aufgenommen (Eaton und Konner, 1985). Zusétzlich hat sich das
Omega-6/Omega-3-Fettsduren-Verhiltnis geéndert. Der Gehalt an Omega-3-Fettsduren ist
nun niedriger, das Verhéltnis von Omega-6- zu Omega-3-Fettsduren stieg iiber die Jahrtau-
sende an und liegt heutzutage bei 25:1, wihrend es im Paldolithikum bei 2:1 lag (Eaton und
Konner, 1985, Simopoulos, 1991, Simopoulos, 1998, Simopoulos, 1999, Simopoulos, 2000).
Griinde hierfiir sind die verdnderten Bezugsquellen fiir Nahrung. Unsere Vorfahren aflen als
Fleischquelle Wild mit einem Fettanteil von ca. 5 %. Bei unseren heutigen Schlachttieren
liegt der Fettanteil bei ca. 30 %. Wildtiere erndhren sich im Vergleich zu den heutigen
Schlachttieren von Moosen und Farnen, welche reich an Omega-3-Fettsduren (EPA) sind.
Das Fleisch unserer Haustiere enthélt keine Omega-3-Fettsduren, jedoch einen hohen Anteil
an Arachidonsiure (Metz, 2000).

Durch die Entwicklung des Ackerbaus wurde Getreide in den Speiseplan aufgenommen.
Mais, Weizen und Reis ersetzten die Wildpflanzen in der Erndhrung. Dies fiihrte dazu, dass
sich das Verhiltnis Omega-6:0Omega-3-Fettsduren ebenfalls erhohte. Eine dhnliche Tendenz
des Omega-6:0mega-3-FS-Verhiltnisses sieht man bei Lachs bzw. anderen Fischarten aus
Zuchtbetrieben, die im Vergleich zu ihren wildlebenden Artgenossen ebenfalls weniger
Omega-3-Fettsduren enthalten (van Vliet und Katan, 1990). Studien zeigen, dass auf Grund
einer sehr fischreichen Erndhrung die Fettsdureverhdltnisse beim Menschen unterschiedlich
sind. Eskimos, die fast ausschlieBlich von Fisch leben, haben ein Verhéltnis von Omega-
6:0Omega-3-Fettsduren von ca. 1:3 (Bang und Dyerberg, 1972, Bang et al., 1976). Eskimos
haben, wenn sie in ihrer natiirlichen Umgebung leben, eine niedrigere Inzidenz an Hautver-
dnderungen zu erkranken als zum Beispiel Menschen in Zentraleuropa oder den Vereinigten
Staaten (Kromann und Green, 1980). Bang et al. (1976) beobachteten in den 70er Jahren,
dass Eskimos ebenfalls seltener an koronaren Herzerkrankungen und Krebs litten als die Be-
volkerung in den westlichen Industrieldndern. Auch bei Japanern, die eine sehr fischreiche
Nahrung zu sich nehmen, stellte man ein giinstiges Omega-6:0mega-3-Fettsdurenverhéltnis
von 3:1 fest.

In der westlichen Welt kehrte sich dieses Verhdltnis um. In einer Studie von Kelly et al.

(1991) wurden Omega-6:0mega-3-Fettsdurenverhiltnisse zwischen 15:1 und 50:1 in der
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Nahrung ermittelt (Kelly, 1991), wobei der Durchschnitt laut einer amerikanischen Untersu-

chung von 1987 bei 25:1 lag (Simopoulos et al., 1991).

2.2.8. Nahrungsquellen fiir Omega-3- und Omega-6-Fettsiuren

Omega-6-Fettsduren kommen hauptsichlich in tierischen Fetten vor. Die Linolsdure findet
man zusitzlich in Getreidesamen und Pflanzendlen von Sonnenblumen, Mais und Soja. Reich
an y-Linolensdure sind die Samen von Borretsch, Nachtkerze und schwarzer Johannisbeere.
Langkettige Omega-3-Fettsduren konnen vermehrt in Lammfleisch, Meeresfischen und Lein-
samen nachgewiesen werden. Ebenfalls erhohte Omega-3-Konzentrationen sind in Algen,
Phytoplankton, Seevogeln, Robben und Walen messbar.

Besonders reich an ungesittigten Fettsduren sind die Fischdle mit bis zu 75 %. EPA und
DHA als wichtigste Vertreter der Omega-3-Familie kommen vermehrt in Olen von Meeresfi-
schen wie Sardinen, Heringen, Makrelen und Lachsen vor. Da sich Meeresfische hauptséch-
lich von Phytoplankton ernédhren, ist der erhdhte Gehalt an DHA und EPA im Vergleich zum
mageren SiiBwasserfisch erkldrbar (Sassen et al., 1994, Zollner und Tato, 1992).
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2.2.9. Klinische Bedeutung der Omega-3-/Omega-6-Fettsiduren bei Hunden und Kat-
zen

Bei Hunden werden Omega-3-Fettsduren therapeutisch bei allergischen Hauterkrankungen
(Bond und Lloyd, 1994), Nierenerkrankungen (Brown et al., 2000), Tumoren (Ogilvie et al.,
2000) und chronischen Entziindungen (Hall et al., 1999) eingesetzt. Bei Katzen mit miliarer
Dermatitis beschreiben Lechowski et al. (1998) eine Verbesserung der klinischen Symptoma-
tik bei Gabe von Omega-3-Fettsduren (Lechowski et al., 1998). Wilhelm (2000) untersuchte
bei Katzen den Einfluss von Omega-3-Fettsduren aus Fischol auf den Knochen- und Li-
pidstoffwechsel (Wilhelm, 2000). In der Diitetik dienen sie zur Unterstiitzung bei tumorbe-
dingter Kachexie und Niereninsuffizienz. Ein Futtermittelhersteller empfiehlt das Omega-
6/0Omega-3-Fettsdurenverhiltnis von 5:1 bei Hunden mit chronischer Niereninsuffizienz ein-
zusetzen. Dies reduziert deutlich die Prostaglandin E,-und Thromboxan A,-Ausscheidung im
Harn und vermindert somit entziindliche Prozesse in den Nieren (Bauer et al., 1999). Gleich-
zeitig wird der glomeruldre Kapillardruck gesenkt und eine Schadigung der Niere durch rena-
le Hypertonie vermieden. Durch eine Erndhrung mit optimiertem Omega-Fettséduren-
Verhiltnisses kann eine Verschiebung von den entziindungsférdernden zu den entziindungs-
hemmenden Mediatoren bewirkt werden. Mooney et al. (1998) beschreiben durch Erhéhung
der Omega-3-Fettsduren ebenfalls eine Abnahme der proinflammatorischen Mediatoren so-
wie der neutrophilen Granulozyten in der Haut. Dadurch wird die Wundheilung verbessert
(Mooney et al., 1998). Mehrfach ungesittigte Omega-3- und Omega-6-Fettsduren werden zur
Therapie bei Hunden und Katzen mit Entziindungen und immunmediierten Erkrankungen
cingesetzt. Wander et al. (1997) beobachteten bei Hauttests eine verringerte T-Zell-
Immunantwort durch Verringerung des Verhéltnisses der Omega-6:0mega-3-Fettsduren
(Wander et al., 1997). 1989 konnten Chang et al. bei Ratten durch vierwochige Gabe von
EPA in einer Dosierung von 100 mg/kg/Tag Leukotrien B4 senken und eine hemmende Wir-
kung auf natiirliche Killerzellen feststellen, welche bei autoimmunen Erkrankungen zellzer-

storend wirken (Chang et al., 1989).
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2.2.10. Klinische Bedeutung der Omega-3-/Omega-6-Fettsduren bei Menschen

Beim Menschen werden essentielle Fettsduren zur Therapie von atopischer Dermatitis (Biagi
et al., 1988, Fiocchi et al., 1994, Henz et al., 1999), allergischem Asthma (Okamoto et al.,
2000, Stenius-Aarniala et al., 1989), Psoriasis (Mayser et al., 1998), Arthritis (Calder,

2001b), autoimmuner Nephritis und ulzerativer Kolitis (Belluzzi et al., 1996) eingesetzt.

2.3. Fettsauren in der Haut

2.3.1. Aufbau der Haut

Der Aufbau der Haut ldsst sich iiber ein ,,Zwei-Abteilungs-Modell* erkldren. Zellen des Stra-
tum corneum sind in lipidreiche interzellulire Lamellen eingebettet. Die Permeabilitdt einer
Membran ist an die Anwesenheit von lamelldren Granula gebunden. Lamelldre Granula wur-
den bisher nur in keratinisierenden und nicht in nicht-keratinisierenden Epithelien gefunden
(Wertz et al., 1986). Bei Tieren mit Fettsdure-Mangel sind die Lamellen nicht mehr vollstén-
dig funktionsfdhig (Landmann, 1988).

Ceramide sind die grofften polaren Lipide im Stratum corneum (Yardley und Summerly,
1981) und ihre Struktur ist nicht in allen Details bekannt (Bowser et al., 1985, Wertz und
Downing, 1983). Alle Ceramide enthalten Sphingosine, sowie Phytosphingosine und eine
Hydroxy- oder Nicht-Hydroxy gesittigte Fettsdure am Amid-Ende. Zusitzlich haben manche
Ceramide an der Esterbindung eine ungesittigte Fettsédure angegliedert. Analysen der Fettséu-
renzusammensetzung der Haut ergaben, dass die Linolsdure mit 55 % den Hauptanteil der
ungesittigten Fettsduren im Stratum corneum der Sdugetiere einnimmt (Abraham et al.,
1985).

In initialen Studien wurde vermutet, dass die Linolsdure an Glukose gekoppelt als glykosi-
liertes Ceramid bindet (Acylglucosylceramid). Diese Molekiile wurden als 1-(3"-0-linoleyl)-
R-D-glucosyl-N-dihydroxypentaltriacontadienoyl-sphingosine bezeichnet (Gray et al., 1978).
Einige Zeit spdter wurde herausgefunden, dass Linolsdure nicht an Glukose, sondern an Koh-
lenstoffatomen angegliedert ist (Abraham et al., 1985, Wertz und Downing, 1983).

In anderen Studien wurden auch Acylglucosylceramide nachgewiesen (Hou et al., 1991,
Wertz und Downing, 1982). Bei einem Mangel an essentiellen Fettsduren wird das der Linol-
sdure am dhnlichsten aussehende Analogon (18:1n-9) in die Membran eingebaut. Dieses Mo-

lekiil ist nicht in der Lage, physiologische lamelldre Granula zu bilden und eine funktionie-
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rende Wasserbarriere aufzubauen (Elias und Brown, 1978). Durch die Verdnderung der la-
melldren Zellen werden die lamelldren Granula in tiefere Schichten des Stratum corneum
verlagert. O-Acylglycosylceramide werden deglycosyliert, so dass o-Acylceramide den
Hauptanteil im “toten” Bereich des Stratum corneum einnehmen.

Zellmembranen allgemein bestehen aus einer Doppelschicht aus Phospholipiden, ebenso
Membranen der Mitochondrien und anderer Organellen. Neben den Phospholipiden sind
Cholesterol und Proteine eingebaut und wie ein Sandwich angeordnet (Spector und Yorek,
1985). Die polaren Anteile der verschiedenen Glykophospholipidklassen, Choline, Ethano-

lamine, Serine und Inositole sind an den Oberfldchen lokalisiert.

Cholesterol Membranoberflidche Essentielle Fettsdureketten

LA~ A Ay

Polare Membrananteile Intrinsisches Protein

Abb. 2-3: Aufbau der Haut. An Membranoberflichen sind polare Anteile der Inositole,
Serine, Ethanolamine, Choline und Glykophospholipide lokalisiert. Fettsauren, Proteine
und Cholesterol bilden das Geriist zwischen den Membranoberflichen (modifiziert
nach Wright, 1991)

2.3.2. Essentielle Fettsiuren und Zellmembranen

Durch eine didtetische Zufuhr von essentiellen Fettsduren werden die Membranfluiditét
(Stubbs und Smith, 1984) und die dadurch assoziierten physiologischen Prozesse wie z.B.
Rezeptorfunktionen (Xu et al., 1988) und Enzymaktivititen (Engelhard et al., 1976, Tesoriere
et al., 1988) verandert.
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2.3.3. Dysfunktion der Hautbarriere

Die atopische Dermatitis ist charakterisiert durch eine trockene, nicht zwingend mit Léasionen
versehene Haut und einem gesteigerten transdermalen Wasserverlust. Ceramide stellen auf-
grund der Bindung mit Proteinen den hauptsdchlichen Wasserspeicher im extrazelluldren
Raum dar (Arikawa et al., 2002, Sator et al., 2003). Im Stratum corneum kommt es zur Ver-
dnderung des pH-Wertes und dadurch zur Beeinflussung des Lipidmechanismus der Haut
(Rippke et al., 2004). Eine tiberschieBende Chymotrypsin-Enzymmenge im Stratum corneum
ist flir die Degeneration der epidermalen Barrierefunktion mitverantwortlich (Vasilopoulos et
al., 2004). Dies erlaubt die Penetration von irritierenden Substanzen und Allergenen, welche
eine Entziindungsreaktion und eine kutane hyperreaktive Reaktion auslésen. Versuche zeig-
ten, dass Hunde mit atopischer Dermatitis abnormale epidermale Lipide integrieren. Die epi-
dermale Lipidbarriere besteht primér aus Sphingolipidceramiden, dazu gehort auch das linol-
sdurehaltige Ceramid-1. Eine Supplementierung von Linolsdure hat das Potential zur Modu-
lation der klinischen Symptome. Durch die Supplementierung von LA-angereicherten Didten
konnte eine signifikante Abnahme des transdermalen Wasserverlustes gesehen werden.
Daraus resultiert, dass auch bei Hunden oral zugefiihrte Omega-6-Fettséuren in die epiderma-
len interzelluldren Lipide integriert werden kdnnen (Marsh, 2000).

Der Verlust der epidermalen Barrierefunktion ist eine der ersten Konsequenzen bei einem
Mangel an essentiellen Fettsduren (Friedman, 1980). Wahrend eine Zufuhr von Linolséure
bei fettsdurendefizienten Tieren die Barrierefunktion der Haut wieder herstellt und Erythem
und Juckreiz reduziert, kann durch die Zufuhr von Arachidonsdure die Barrierefunktion der
Haut nicht wieder hergestellt werden. Der Juckreiz verstérkt sich und die epidermale Prolife-

ration wird reduziert (Hansen und Jensen, 1985).

24. Eigenschaften der Fettsiuren

Fettsduren spielen im Energiestoffwechsel eine wichtige Rolle. 57 % der Energie im Herz-
muskel wird durch Fettsduren geliefert, im Vergleich dazu 20 % durch Glukose und

18 % durch Milchséure.

Omega-6- und Omega-3-Fettsduren sind die Vorlaufermolekiile der Eicosanoide, aus denen
die Entziindungsmediatoren Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene gebildet werden.

Sie regulieren als intrazelluldre Signalmolekiile und Gewebshormone viele Zellfunktionen.



Literaturiibersicht 19

2.4.1. Allgemeine Eigenschaften

Die biologisch bedeutenden Fettsduren sind Omega-3- und Omega-6-Fettsduren. Sie sind
wichtig flir eine strukturelle Integritdt von Membranen, fiir den Cholesteroltransport, fiir die
Instandhaltung der Wasserpermeabilitit der Haut und fiir die Bildung von Eicosanoiden
(Sinclair, 1990, Ziboh, 1989). Beide Fettsduren-Gruppen werden durch das Enzym Delta-6-
Desaturase in y-Linolensidure umgewandelt. Dieses Enzym wird durch verschiedene Umwelt-
einfliisse inhibiert, beispielsweise durch ein Insulindefizit, Alterungsprozesse, Proteine, As-
korbinsdure, Pyridoxine, Zink, Cholesterol, Alkohol, Glukose, gesittigte Fettsduren, Adrena-
lin, Thyroxin und Glukokortikoide (Sinclair, 1990). Die Eicosanoide, besonders die
proinflammatorischen Leukotriene und Prostanglandine, sind fiir die charakteristischen klini-
schen Symptome der AD verantwortlich (Horrobin, 1989, Isseroff, 1988, Schaffer, 1989,
Ziboh, 1989). In einem Ubersichtsartikel iiber humane AD wurde die Hypothese geiufert,
dass ein Mangel an Delta-6-Desaturase mit einem resultierenden Mangel an Dihomo-y-
Linolensdure einhergeht. In Folge dessen entsteht ein Mangel an Leukotrienen und
Prostaglandinen (PGE;). Aus einem Mangel an PGE; konnte eine defekte T-
Lymphozytendifferenzierung, eine unterdriickte zellmediierte Immunitit und eine unkontrol-
lierte B-Lymphozyten-Antwort resultieren. Unter diesen Gesichtspunkten konnte man die AD
als eine metabolische Dysfunktion mit immunologischen Stérungen als Epiphdnomen be-
trachten. Eine dhnliche Hypothese wurde auch fiir die CAD aufgestellt (Muller, 1989, Reedy,
1989).

2.4.2. Eicosanoide

Durch die Zunahme an entziindungshemmenden Eicosanoiden und die Abnahme an entziin-
dungsfordernden Entziindungsmediatoren kommt es zur Minderung der Hautentziindung. In
zwei Studien wurden Hunde mit einem erniedrigten Omega-6:0mega-3-Fettsduren-
Verhiltnis und einem hoéheren Gehalt an Omega-3-Fettsduren gefiittert. Durch die gesteigerte
Aktivitdt neutrophiler Granulozyten konnte eine verminderte Konzentration und Produktion
an in der Dermis vorkommenden LTB4 beobachtet werden (Bryne, 2000, Vaughn, 1994).

Die Omega-6-Fettsdure Arachidonsiure ist die Vorstufe der Prostaglandine und Leukotriene,
welche eine wichtige Rolle bei Entziindungen und der Regulation der Immunantwort darstel-
len. Fischol enthdlt die Omega-3-Fettsdure Eicosapentaensdure. Durch die Fiitterung von
Fischol kommt es zum Einbau von EPA in die Zellmembran (anstelle von Arachidonsaure).

Dies fiihrt zu einer verminderten Produktion an proinflammatorischen Entziindungsmediato-
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ren. EPA kann zusitzlich durch die Enzyme 5-Lipooxygenase und Cyclooxygenase zu ent-
zlindungshemmenden Eicosanoiden abgebaut werden.

LTBy4 ist ein proinflammatorisches Eicosanoid, welches von neutrophilen Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen oder bei zelluldren Schidigungen in der Epidermis synthetisiert
wird. Es hat einen stark ausgeprdgten chemotaktischen Reiz auf neutrophile Granulozyten
und Lymphozyten und wird als ein wichtiger Faktor in der Pathologie von verschiedenen
entziindlichen Hauterkrankungen bei Menschen und Hunden beschrieben. LTB,4 wird aus der
Arachidonsdure (AA) synthetisiert, nachdem diese aus einem Phospholipidgeriist der Zell-
membran abgebaut wurde. Die Phospholipase A, hydrolysiert die AA, welche anschlie3end
als Substrat fiir die 5-Lipooxygenase fiir die Bildung von Leukotrienen zur Verfiigung steht.
Zusitzlich dient sie als Substrat fiir die Cyclooxygenase zur Bildung von Prostaglandinen

(siche Abb. 2-1).

Bei Juckreiz und atopischer Haut ist haufig die Phospholipase A, Aktivitit erhoht (Forster et
al., 1985). Zusitzlich weist die Haut von betroffenen Patienten hohe Konzentrationen an

LTBy4 auf (Ruzicka et al., 1986).

Die Pathogenese der atopischen Dermatitis des Menschen ist nicht vollstindig auf Hunde
iibertragbar. Beim Menschen wird vermutet, dass Leukotriene eine wichtige Rolle in der Pa-
thogenese darstellen. In verschiedenen Studien wird von positiven Effekten durch die Verab-
reichung von essentiellen Fettsduren auf die Konzentration von Leukotrienen bei Menschen
berichtet (Gimenez-Arnau et al., 1997, Wright und Burton, 1982). In der Humanmedizin
konnen Leukotrien-Inhibitoren therapeutisch eingesetzt werden (Carucci et al., 1998), in der
Tiermedizin zeigen sie allerdings keine Wirkung (Senter et al., 2002) und werden nicht zur
Therapie dieser Erkrankung empfohlen (Olivry und Mueller, 2003). Die Juckreizreduzierung
ist wahrscheinlich nicht allein auf die Hemmung der LT-Synthese zuriickzufiihren. Weder die
Konzentrationen an PGE; noch an LTB4 sanken nach Fettsduren-Supplementierung signifi-
kant. Folglich spielen PGE,; und LTB4 nicht die einzige wesentliche Rolle in der Pathogenese
der CAD, der assoziierten Hautentziindung und der Juckreizsymptomatik (Mueller et al.,
2005b).

Mastzellen schiitten nach nichtimmunologischen Stimulationen signifikante Mengen an Zy-
tokinen wie IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13 und TNF-o aus (Galli et al., 1991). Zy-

tokine und Leukotriene bewirken eine erhohte Anzahl von Entziindungszellen an der Stelle
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der Allergenexposition. Speziell LTB, sendet starke chemotaktische Reize fiir neutrophile
Granulozyten, eosinophile Granulozyten und mononukleédre Zellen aus (Dahlen et al., 1981,
Gruber et al., 1989, Palmblad et al., 1981, Strom und Thomsen, 1990). Die Beobachtung,
dass LTB4 mononukleédre Zellen anzieht, hat zu der Hypothese gefiihrt, dass die Infiltration
von mononukledren Zellen auf die hohe LTB4-Konzentration zuriickzufiihren ist (Ruzicka,
1989, Ruzicka et al., 1986).

Eine Vielzahl der immunologischen Abnormalititen, wie beispielsweise eine sinkende zellu-
lire Immunitédt und eine verringerte Anzahl an T-Suppressor-Lymphozyten, wurden bei Men-
schen mit atopischer Dermatitis beschrieben (Campbell, 1990). Es wird vermutet, dass be-
schriebene Konzentrationen an LTB4 in der Haut eine Hautentziindung initiieren und T-

Helferzellen vermehrt gebildet werden.
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2.4.3. Immunmodulation

Bei der humanen atopischen Dermatitis werden die Antigene nativen T-Zellen durch Antigen
prasentierende Zellen (APC) prisentiert. APCs binden iiber den Haupthistokompatibili-
taitskomplex und B7 als kostimulatorisches Molekiil an den T-Zellrezeptor und CD28-
Liganden. Diese aktivierten T-Zellen sezernieren IL-2 und binden zusétzlich freies IL-2 an

ihre IL-2-Rezeptoren. T-Zellen haben nun die Fahigkeit zur Differenzierung.

Stimulation von nativen T- Proliferation und
Zellen Differenzierung von T-Zellen

IL-2
Rezeptor

T-Zell-
rezeptor .

= =
v

T-Zelle

Abb. 2-4: Native T-Zellen werden durch APCs zur Differenzierung angeregt (modifi-
ziert nach Janeway, 2005, 6. Auflage)

In verschiedenen Versuchen konnte durch eine Fettsduren-Supplementierung ein positiver
Effekt auf das Immunsystem bei Menschen und Tieren nachgewiesen werden (Chandra,
1989). Fettsduren iiben einen groflen Einfluss auf die zellmediierte Immunitit (Hemmung der
Transformation von T-/B-Zellmitogenen und —antigenen, zelluldre Zytotoxizitit gegen allo-
genetische Zellen, Monozytenfunktion und Antigen prisentierenden Zellen) und die humora-
le Immunitét (verminderte Produktion von Autoantikorpern) aus (Hwang, 1989, Kelley et al.,
1991). Eine verringerte Antigenprésentation und T-Zellaktivitit sowie eine verringerte ent-
zlindungsfordernde Zytokinexpression in die Haut sind vermutlich die Griinde fiir eine ver-
besserte klinische Symptomatik nach Verabreichung von Fettsduren bei CAD (Mueller et al.,
2005b, Mueller et al., 2004) und immunologischen Dysregulationen (Arthritis, autoimmune

Nephritis, Psoriasis, ulzerative Kolitis) (Chandra, 1989).
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2.4.4. Essentielle Fettsiuren und das Second-Messenger System

Das Grundprinzip des Second-Messenger-Systems beruht auf der signalmediierte Hydrolyse
der Membranphospholipide, der direkten Wirkung der aktivierten Enzymsysteme auf Zellen
(Second Messenger) und auf der indirekten Aktivierung eines Third-Messenger-Systems
(Burgess et al., 1984). Durch diese Mechanismen aktivierte Messenger sind Prostaglandine,
Inositol-Triphosphat, Diacylglycerol und Proteinkinase C. Ein hochstwahrscheinlich hiufiger
Pathomechanismus ist die Aktivierung des Phosphatidylinositols und dessen Rezeptoren. In
der Folge wird eine Sezernierung von Histaminen, Adrenalinen, Dopamin, Serotonin und
Acetylcholin ausgelost (Nishizuka, 1984).

Bei einem Mangel an essentiellen Fettsduren kommt es zuerst zu einer Veranderung der Ak-
tivitdt des Membran-assoziierten Enzyms Adenylcyclase (Engelhard et al., 1976). Eine -
adrenerg stimulierte Adenylcyclase ist bei Tieren reduziert, sofern diese einen Mangel an
essentiellen Fettsduren haben oder ihnen trans-Isomere gefiittert wurden (Alam et al., 1987,
Alam et al., 1989). McMurchie et al. (1988) zeigten, dass eine Verabreichung von Omega-3-
Fettsduren an Membranen des Herzens die Ausschiittung von Isoprenalin stimuliert und die-
ses wiederum die Adenylcyclase aktiviert (McMurchie et al., 1988). In anderen Membranen
scheint die Anwesenheit von essentiellen Fettsduren einen gegenteiligen Effekt zu haben, so
dass eine Anreicherung von essentiellen Fettsduren die Aktivitit der Adenylcyclase reduziert
(Morson und Clandinin, 1986, Neelands und Clandinin, 1983).

Enzymaktivitdten dndern sich ebenfalls, wenn sich die Zusammensetzungen der Fettsduren in
der Zellmembran verdndern. In zwei Studien wurde durch den vermehrten Anteil an essen-
tiellen Fettsduren eine reduzierte Aktivitit an Na'/K' ATPase (Bloj et al., 1973, Murphy,
1990) und in einer anderen Studie eine reduzierte Aktivitit an Na'/K -ATPase bei eine Fett-

sdure-Mangel festgestellt (Brivio-Haugland et al., 1976).
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2.4.5. Wirkung auf die Zellmembran

Basierend auf Versuchen an Menschen und Tieren konnte durch Omega-3-Fettsduren-
Supplementierung ein direkter Einfluss auf die Zellmembran beobachtet werden. Ausgelost
wurde die Membranverédnderung und die daraus resultierende Immunmodulation durch eine
Strukturdnderung der Phospholipide. Daraus folgte eine Verdnderung von Rezeptoren und
damit der Signaltransduktion wéhrend der Zellaktivitét (Salem, 1986).

Neben ihrem Einfluss auf die Phospholipidmembran und den Metabolismus der Archidonsdu-
re konnen die Fettsduren auch einen profunden Effekt auf die Synthese von Zytokinen, so-
wohl direkt als auch indirekt durch die Beeinflussung der Eicosanoidproduktion ausiiben
(Endres et al., 1989, Meydani, 1992, Molvig et al., 1991, Santoli und Zurier, 1989, Sierra et
al., 1992, Virella et al., 1989).

2.5. Immunologische Zusammenhénge

2.5.1. Immunpathologie

Die Pathophysiologie der AD beinhaltet eine komplexe Verkniipfung zwischen genetischen
Faktoren, Umwelteinfliissen, infektiosen Agentien, Defekten in der epidermalen Barriere und
der Immunantwort (Novak et al., 2003a). Aktivierte T-Lymphozyten, dendritische Zellen,
Makrophagen, Keratinozyten, Mastzellen und eosinophile Granulozyten repridsentieren das

charakteristische Bild einer atopischen Dermatitis.

2.5.2. Antigen prasentierende Zellen

IgE wird auf der Oberfliche von Mastzellen priasentiert. An IgE und an der Oberfliche von
kutanen Antigenprésentierenden Zellen (APCs) werden Antigene gebunden. APCs werden
auch als dendritische Zellen oder Langerhans Zellen bezeichnet. Sie sind Zellen der Monozy-
ten-Makrophagen-Zelllinie und haben die Funktion der Bindung und Beseitigung von Fremd-
antigenen. Sie prasentieren diese dem Immunsystem und leiten eine immunologische Reakti-

on ein (siche Abb. 2-5).
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Abb. 2-5: Langerhanszellen konnen epidermal penetrierende Antigene aufnehmen, zu
peripheren Lymphknoten migrieren und diese Antigene den T-Zellen priisentieren.
(modifiziert nach Janeway, 2005, 6.Auflage)

Es gibt zwei Arten von FceRI-tragenden myeloiden dendritischen Zellen, welche in verédnder-
ter Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis nachgewiesen wurden: Langerhanszellen
und entziindliche dendritische epidermale Zellen (inflammatory dendritic epidermal cells,
IDECs). Beide haben unterschiedliche Funktionen in der Pathophysiologie der AD. Langer-
hanszellen spielen eine dominante Rolle in der Initiation der allergischen Immunantwort und
aktivieren native T-Zellen zu Ty2-Zellen, welche hohe Mengen an IL-4 produzieren kdnnen.
Diese hohe Expression an IL-4 stellt die Initialphase der AD dar (Novak et al., 2004). In vitro
konnte durch die Stimulation des FceRI-Rezeptors der dendritischen Zellen durch die Aller-
gene chemotaktisch Signale, sowie eine Neubildung von Priakursorzellen von IDECs und T-
Zellen induziert werden.

APCs, welche IgE-Molekiile auf ihrer Oberflache gebunden haben, induzieren eine gesteiger-
te IgE-Produktion und Hypersensitivititsreaktionen. In der Haut von atopischen Menschen
und Hunden sind eine gesteigerte IgE-Bindungskapazitéit der dendritischen Zellen und eine
gesteigerte Expression von IgE-Rezeptoren nachweisbar. Die Priavalenz dieser IgE-tragenden

Zellen korreliert mit den vorhandenen IgE-Spiegeln (Olivry et al., 1996, Olivry et al., 1997).
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2.5.3. Rolle der Keratinozyten

Keratinozyten kénnen durch Trauma, UV-Licht oder Irritation aktiviert werden und {iber 30
Zytokine oder verwandte Molekiile ausschiitten (Uchi et al., 2000). Diese Molekiile stimulie-
ren die APC-Aktivitit und -Migration, sind aber allein nicht ausreichend um Entziindungszel-
len zu rekrutieren.

Aktivierte Keratinozyten sind in der Lage, antimikrobielle Substanzen (B-Defensin und Ca-
thelicidin) zu synthetisieren. Beide Substanzen sind wichtige Bestandteile der antimikrobiel-
len Abwehr und scheinen fiir die Resistenz gegeniiber Hautinfektionen mitverantwortlich zu
sein. In einer Studie wurde bei AD-Patienten eine reduzierte Defensinproduktion und eine
vermehrte bakterielle Besiedelung festgestellt (Ong et al., 2002). Bei Hunden wurden bisher
noch keine vergleichbaren Studien durchgefiihrt. Erhohte Sekretionen von IL-1 und TNF-a
aus Keratinozyten wurden bei Patienten mit AD nachgewiesen. Es wird vermutet, dass dies
durch eine Dysregulation der Signaltransduktion in diesen Zellen ausgelost wird (Pastore et
al., 2000). Darauf basiert die Hypothese, dass ein Teil der Pathogenese der AD aufgrund in-

trinsischer Defekte der epidermalen Zellen selbst ausgelost wird.

2.54. Zytokine

Die Hautldsionen werden durch proinflammatorische Zytokine und Chemokine vor Ort aus-
gelost (Leung et al., 2004). Zytokine wie TNF-a und IL-1 werden von bestimmten Zellen
(Keratinozyten, Mastzellen, dendritischen Zellen) exprimiert, binden an Rezeptoren am En-
dothel der Blutgefdfe, aktivieren die Signaltransduktion und induzieren die Expression von
Adhisionsmolekiilen. Die Entziindungszellen kdnnen an die Endothelien binden und gelan-
gen in den Extrazelluldrraum. Sie wandern entlang des durch Zytokine und Chemokine ent-
stehenden chemotaktischen Gradienten in das Gewebe ein. Aus diesem Grund spielen Zyto-
kine eine zentrale Rolle bei der Infiltration von Entziindungszellen in die Haut atopischer

Patienten.

Der Beginn der akuten Phase der AD ist assoziiert mit der Produktion von Ty2-Zytokinen,
insbesondere von IL-4 und IL-13. Die Expression dieser Zytokine ist bei Patienten mit AD
signifikant hoher als bei gesunden Probanden (Hamid et al., 1994). Bestimmte Isotypen ha-
ben einen Einfluss auf die IgE-Synthese und steigern die Expression von Adhédsionsmolekii-
len an endothelialen Zellen. IL-5 dagegen wirkt an der Bildung von eosinophilen Granulozy-

ten mit und ist vermehrt bei chronischen Formen der AD vorhanden (Hamid et al., 1994).
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Zytokine locken Entziindungszellen sechs bis zwolf Stunden nach der Bindung von Antigen
an aktivierte Mastzellen lokal ins entziindete Gewebe. AnschlieBend persistieren die Zellin-
filtrate fiir einige Tage. Diese sogenannte Spitphasenreaktion ist Teil der Entziindungskaska-
de und ist verantwortlich fiir die langandauernde Hautentziindung. Die chronisch entziindli-

chen Lisionen der Haut bei AD Patienten werden durch sie verursacht.

2.5.5. IgE und IgE-Rezeptoren

Allergologen haben in der Humanmedizin zwei verschiedene Formen der AD identifiziert.
Bei der extrinsischen Form konnte ein familidrer genetischer Zusammenhang und ein positi-
ver Hauttest bzw. Serum-allergen-spezifischer IgE-Test nachgewiesen werden. Bei der intrin-
sischen Form haben die Patienten identische klinische Symptome sowie eine familidre gene-
tische Komponente, hatten aber kein nachweisbares Allergen-spezifisches IgE (Novak et al.,
2002). 30 % aller Patienten mit AD erkranken an der intrinsischen Form. Dieser Subtyp der
AD hat hiufig eine spite Manifestation (nach 20 Jahren) (Novak und Bieber, 2003, Schmid-
Grendelmeier et al., 2001). Eine Expression des IgE-Rezeptors konnte in epidermalen Haut-
lasionen von Menschen mit AD festgestellt werden. Eine hohere IgE-Bindungskapazitit der
dendritischen Zellen in der Haut und im peripheren Blut der Patienten mit AD ist vorhanden

(Novak et al., 2003b).
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2.5.6. Delta -6-Desaturase-Mangel

Eine reduzierte Konversion von LA zu GLA auf Grund des Mangels an Delta-6-Desaturase
wird als eine der zu Grunde liegenden Ursachen der humanen Atopie vermutet (Manku et al.,
1982). Diese Hypothese wurde auf Grund des Nachweises niedriger Konzentrationen an GLA
und AA und hohen Konzentrationen an LA bei Individuen mit AD gestellt (Manku et al.,
1982).

Saevik et al. (2002) untersuchten in einer Studie Hunde mit atopischer Dermatitis im Zu-
sammenhang mit einem eventuellen pathologischen Fettmetabolismus und einer reduzierten
Desaturaseaktivitdt. Bei Hunden mit atopischer Dermatitis sowie bei gesunden Hunden wur-
den Fettsdurespiegel im Serum verglichen. Es konnten keine Unterschiede gesehen, und so-

mit kein Mangel an Delta-6-Desaturase bei atopischen Hunden nachgewiesen werden (Saevik

et al., 2002).

2.5.7. Genetik und Umwelteinfliisse

Extensive epidemiologische Untersuchungen zeigten eine genetische Beteiligung in der Pri-
valenz dieser Erkrankung beim Menschen. Genetische Verdnderungen entwickeln sich aus
Interaktionen von Gen zu Gen und von Gen zu Umwelt. Eine urspriingliche Hypothese wurde
durch molekulare genetische Studien belegt. In diesen Studien konnte eine Assoziation zwi-
schen atopischen Phenotypen, verschiedenen chromosomalen Regionen und spezifischen
Genen aufgezeigt werden (Cookson, 1994, Cookson, 1998, Cox et al., 1998, Deichmann et
al., 1998, Forrest et al., 1999, Leung und Bieber, 2003, Novak et al., 2002, Schafer et al.,
1997). Keiner der genetischen Faktoren oder Loci erklért die Entstehung einer AD bei allen
Patienten. Dies zeigt, dass der genetische Hintergrund wichtig, aber nicht ausreichend ist, um
eine AD zu verursachen. Die meisten der Studien beziehen sich auf die IgE-Spiegel. Diese
sind nur ansatzweise spezifisch flir eine Manifestation von AD (Wollenberg und Bieber,
2000). Eine Vielzahl von Studien dokumentiert eine hohere Pravalenz von AD in Regionen
mit hohen hygienischen Standards und Gesundheitsvorsorgen. Die "Hygiene-Hypothese™ be-
sagt, dass eine Exposition des Immunsystems mit Pathogenen-assoziierten Molekularmustern
(,,pathogen-associated molecular patterns®) eine wichtige Vorraussetzung zur Entwicklung
eines normalen Immunsystems ist und dass das Fehlen einer solchen Exposition in den ersten
Monaten und Jahren des Lebens die Wahrscheinlichkeit von Aberrationen des Immunsystems

erhoht. In der frithen Kindheit wechselt die Immunantwort vom Ty2-beeinflussten Phenotyp
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zu einer relativen Tyl Dominanz (Holt et al., 1997). Bei atopischen Kindern kann im Ver-
gleich zu gesunden Kindern eine erhdhte Ty2-Antwort ausgeldst werden (Prescott und Holt,
1998, Schafer et al., 1997). Die gestiegene Priavalenz der atopischen Dermatitis zeigt, dass die

Umweltfaktoren eine groBere Rolle als die genetischen Fakoren spielen.

2.6. Zytokine und Atopie

Zytokine werden nach Kontakt mit Antigenen synthetisiert. Verschiedene Zytokine losen
unterschiedliche Reaktionsmechanismen aus, so dass durch Kontakt mit Antigenen eine Ent-
zlindungs- oder immunologische Reaktion induziert wird. Zytokine sind Polypeptide und
werden von Zellen der angeborenen oder erworbenen Immunantwort synthetisiert. In der Ak-
tivierungsphase der erworbenen Immunantwort stimulieren sie das Wachstum und die Diffe-
renzierung der Lymphozyten. In der Reaktionsphase der angeborenen und erworbenen Im-
munantwort werden verschiedene Effektorzellen zur Eliminierung von Antigenen akti-

viert.

Dendritische
Zelle IFN-y

4 v
IL-13

Figure 10-9 | i 6/e. (@ Garland Science 2005)

Abb.2-6: Links: Dendritische Zellen sezernieren nach Antigenkontakt IL-12. Dies indu-
ziert die Synthese von IFN-y in natiirlichen Killerzellen. Native CD4" T-Zellen werden
durch die Anwesenheit von IL-12 und IFN-y zur Tyl-Zelldifferenzierung angeregt.
Rechts: Gleichzeitig werden durch Antigenkontakt IL-12 von dendritischen Zellen se-
zerniert und eine Ausschiittung von IL-4 induziert. Native CD4" T-Zellen werden durch
die Anwesenheit von I1L-4 zu Ty2-Zellen aktiviert (modifiziert nach Janeway, 2005, 6.
Auflage).
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Ein Ziel dieser Studie war, den Einfluss von PUFAs auf die Expression von IL-4, IFN-y und
TGF-B zu erforschen. Um die Effekte und Wirkungen deuten zu konnen, ist es von Bedeu-

tung, die Eigenschaften dieser Zytokine im Organismus zu kennen.

2.6.1. Interleukin-4

Die Bildung von IL-4 ist entscheidend fiir die Entstehung von Allergien. IL-4 ist der bedeu-
tendste Mediator fiir die Produktion von IgE-Antikérpern und fiir die Entwicklung von Ty-2-
Zellen aus nativen CD4" T-Lymphozyten. Die wichtigsten IL-4-produzierenden Zellen sind
CD4" T-Lymphozyten der Ty2-Untereinheit, aktivierte Mastzellen und basophile Granulozy-

ten.

IL-4 hat drei wesentliche Eigenschaften:

1. Es stimuliert den Umbau der schweren Kette des B-Zell-Immunglobulins zum IgE-
Antikorper (IgE-AK). IgE ist unter anderem ein Mediator bei Hypersensitivitdtsreaktionen.

2. IL-4 fordert den Umbau von nativen CD4+ T-Zellen zu Ty2-Zellen und fungiert als au-
tokrines Wachstumshormon fiir differenzierte Ty2 Zellen.

3. IL-4 antagonisiert die Makrophagen-aktivierende Wirkung von IFN-y und inhibiert somit

die zellmediierte Immunreaktion.

2.6.2. Interferon-y

IFN-y ist ein bedeutendes Zytokin der angeborenen und erworbenen zellmediierten Immun-
antwort. Es ist ein homodimeres Protein und wird von natiirlichen Killerzellen, CD4"-Ty1-

Zellen und CD8" T-Zellen produziert.

Im folgenden Abschnitt werden die fiinf Hauptfunktionen von IFN-y beschrieben:

1. IFN-y fordert die Differenzierung von nativen CD4" T-Zellen zu Ty1-Untereinheiten
und inhibiert die Proliferation von Ty2 Zellen (sieche Abb.2-7). Ein Teil der Tyl-
Reaktion auslésenden Effekte von IFN-y wird direkt durch aktivierte mononukleére
Zellen ausgelost, welche IL-12 sezernieren. IL-12 ist ein Zytokin, welches flir die

Ty1-Reaktion mitverantwortlich ist (siche Abb.2-7).
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Aktivierte T,;1-Zellen
sezernieren IFN-y

QO my O
{!—WL_
IFN-y wirkt inhibierend auf die

Proliferation von T,,2-Zellen

Abb. 2-7: Aktivierte Tyl-Zellen sezernieren IFN-y und induzieren eine verringerte Pro-
liferation von Ty2-Zellen (modifiziert nach Janeway, 2005, 6. Auflage).

2. IFN-y stimuliert die Expression von Klasse I- und [I-MHC Molekiilen und ist ein
Kostimulator fiir Antigen préisentierende Zellen. IFN-y steigert die MHC-assoziierte
Antigenprésentation und verstirkt die Reaktion der Immunantwort durch die Expres-
sion des Liganden, welcher T-Zellen erkennt.

3. IFN-y hat eine Wirkung auf B-Zellen, indem die Antikérper zu verschiedenen IgG-
Subklassen umgewandelt werden. In Mausen entsteht I1gG,, welches die Umbildung
des IL-4 bildenden Isotyps verhindert.

4. IFN-y aktiviert neutrophile Granulozyten und stimuliert die zytolytische Aktivitdt von
natiirlichen Killerzellen.

5. IFN-y fordert die mikrobielle Funktion von Makrophagen durch die Stimulation der
Synthese von Nitritoxiden und reaktiven Oxygen-Zwischenstufen. Es beeinflusst die

Effekte durch Aktivierung der Transkription entsprechender Gene.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass IFN-y makrophagenreiche Entziindungsreaktio-

nen fordert, wihrend IgE-abhéngige eosinophilenreiche Reaktionen inhibiert werden.
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2.6.3. Transforming growth factor-§ (TGF-3)

TGF gehort zur Gruppe der regulatorischen durch T-Zellen produzierten Zytokine. Verschie-
dene nahe verwandte Molekiile werden zu TGF zusammengefasst und als TGF-1, TGF-32
und TGF-B3 bezeichnet. Einige regulatorische T-Zellen produzieren TGF-8 und IL-10 und
erzielen eine immunsuppressive Wirkung. Zellen des Immunsystems synthetisieren haupt-
sdchlich TGF-B1. TGF-B inhibiert die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen, akti-
viert Makrophagen und hat einen Einfluss auf die Wirkung von neutrophilen Granulozyten
und endothelialen Zellen. Zusétzlich hemmt es proinflammatorische Zytokine. Allgemein
formuliert inhibiert TGF-B Entziindungsreaktionen und immunologische Vorgiange. Zusitz-

lich stimuliert TGF-8 durch ,,class switching von Immunglobulinen die Produktion von IgA.

Aktivierte T, -Zellen
sezernieren TGF-p und IL-10

TGF- © v IL-10
]

] |
TGF-p und TL-10 wirken
inhibierend auf Aktivitat und
Wachstum von T,1-Zellen

IL-10

Abb. 2-8: Aktivierte regulatorische T-Zellen sezernieren TGF-B und IL-10 und unter-
driicken die Aktivitit und das Wachstum von Txl-Zellen (modifiziert nach Janeway,
2005, 6. Auflage)

Ty2-Zellen induzieren durch IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13 die humorale Immunitit und IgE-
Produktion, welche charakteristisch fiir die atopische Dermatitis ist. Ty1-Zellen, welche die

Expression von INF-y, IL-2, IL-12 und TNF-a induzieren, losen die zellmediierte Immunitét
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aus. Das Vorkommen von Tyl-Zytokinen bei chronischen Lésionen bestitigt eine Beteili-

gung dieser an der atopischen Dermatitis (Werfel et al., 1996).

Nuttall et al. (2002) fanden heraus, dass eine canine atopische Dermatitis mit einer Uberpro-
duktion von IL-4 und einer erniedrigten Produktion von TGF-8 (p < 0,05) in Zusammenhang
steht. Eine erhohte Konzentration von IFN-y konnte bei Hunden mit auftretenden Hautldsio-

nen im Vergleich zu Hunden ohne Hautldsionen und gesunden Hunden (p < 0,05) gesehen

werden (Nuttall et al., 2002b).

In der vorliegenden Studie sollte nachgewiesen werden, ob essentielle Fettsduren einen direk-
ten Einfluss auf die Proliferation von PBLs haben. Zusitzlich sollte die Frage geklart werden,
ob essentielle Fettsduren ihre Wirkung iiber eine Inhibierung der Expression von IL-4 und

IFN-y und einer Steigerung der Expression von TGF-f3 entfalten.

2.6.4. Nachweis von Zytokinen

Auf Grund geringer Konzentrationen zirkulierender Zytokine, 16slicher Zytokin- oder Rezep-
torantagonisten und dem Vorkommen biologisch aktiver und inaktiver Formen, ist die Unter-
suchung des Zytokinexpressionsmusters im Blut sehr schwierig. Der Nachweis von Verénde-
rungen der Zytokinkonzentration im Blut eines Individuums benétigt sensitive Detektions-
methoden. Zytokine haben oft eine sehr kurze Halbwertszeit und sind nicht einfach zu kon-
servieren. Eine sehr bewdhrte Technik fiir den Nachweis von Zytokinexpression ist die De-
tektion ihrer mRNA, welche durch Reverse Transkription (RT) in cDNA umgeschrieben
wird. In der anschlieBenden quantitativen Polymerase Kettenreaktion werden die Amplifikate
detektiert (Chamizo et al., 2001). Die RT-PCR ermdglicht neben der Detektion von mRNA
auch deren relative oder absolute Quantifizierung (Bustin, 2000). Allerdings ist nicht in je-
dem Fall das Vorhandensein von mRNA mit dem Zytokinspiegel gleichzusetzen und deshalb

missen die Ergebnisse solcher Versuche mit Vorsicht interpretiert werden.

2.7. Fettsiuren als Therapie

Essentielle Fettsduren werden seit 1987 zur Behandlung der CAD eingesetzt (Bjorneboe et
al., 1987). In einer Reihe von Studien konnte die Wirksamkeit zur Reduktion von Entziin-
dungen und Juckreiz nachgewiesen werden (Mueller et al., 2004, Scott, 2001). Neuere Er-

kenntnisse lassen vermuten, dass neben dem Omega-6:0mega-3-Verhdltnis, der effektiven
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Dosis und der Aufnahmemenge weitere Faktoren einen Einfluss auf die Wirkung von essen-
tiellen Fettsduren haben (Mueller et al., 2004). Die Pathomechanismen bei Verbesserungen
durch die Omega-3-Fettsduren-Supplementierung sind teilweise durch die Verdnderungen der
Eicosanoid-Produktion zu erkliren.

Durch die orale Supplementierung von verschiedenen Fettsduren konnte die Entziindung und
der Atopie-assoziierte Juckreiz bei Hunden gemindert werden (Bond und Lloyd, 1992, Logas,
1994, Scott et al., 1992). Deshalb wird eine Supplementierung von Omega-6-Fettsduren
(Gamma-Linolensdure [GLA]) (Scarff und Lloyd, 1992), Kombinationen aus GLA und O-
mega-3-Fettsduren (Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexaensdure (DHA)) (Bond und
Lloyd, 1992, Scott et al., 1992, Scott, 2001), variablen Dosen an Omega-3-Fettsduren (Logas,
1994), mit Omega-3-Fettsduren supplementierten Didten oder Didten mit einem festgesetzten
Gehalt an Omega-6:0mega-3-Fettsduren-Verhéltnis (Scott et al., 1997) bei atopischer Der-
matitis empfohlen.

Weiterhin schlieit das Versagen eines Produktes nicht das Ansprechen auf ein anderes Pro-
dukt aus. Daher sind Versuche mit unterschiedlichen Produkten/Medikamenten durchaus
sinnvoll (Scott et al., 1992, Scott, 2001). Durch die Kombination mit einem Antihistamini-
kum (Paterson, 1995), (Paradis, 1991) konnten synergistische Effekte nachgewiesen werden.
Diese positiven Effekte sind bei Hund und Katze auch bei der Kombination mit Glukokorti-
koiden beschrieben (Saevik et al., 2004, Scott, 2001). Die positiven Wirkungen der essentiel-
len Fettsduren sind bei Katzen wesentlich deutlicher zu sehen (Harvey, 1993).
Nebenwirkungen sind selten und bestehen zumeist in einem reversiblen Durchfall. Allerdings
ist in wenigen Féllen auch von einer Pankreatitis berichtet worden, welche nach Behandlung

mit Fettsduren auftrat (Scott, 2001).
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111 Material und Methoden

EinschluB8kriterien der Hunde

Fiir den Proliferationsversuch wurde elf gesunden Hunden und elf Hunden mit atopischer
Dermatitis Blut aus der Vena jugularis entnommen. Zusétzlich konnte fiir den Stimulations-
versuch zehn Hunden mit atopischer Dermatitis und zehn gesunden Hunden Blut aus der Ve-
na jugularis abgenommen werden. Die Diagnose atopische Dermatitis wurde bei diesen
Hunden auf Grund des Vorberichtes, des klinischen Erscheinungsbildes, dem Ausschluss von
Differentialdiagnosen wie zum Beispiel der Flohbiss- und Futtermittelallergie sowie des Mil-
benbefalles durch entsprechende Tests und Nachweisverfahren gestellt (DeBoer und Hillier,
2001). Zusétzlich wurden die eine atopische Dermatitis bei diesen Hunden auslosenden Al-
lergene tiber einen Intrakutan- oder Serum-IgE-Allergentest ermittelt.

Die Besitzer der 21 gesunden Hunde waren Studenten und Mitarbeiter der medizinischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen. Die Besitzer der 21 Hunde
mit atopischer Dermatitis gehdéren zum Patientenstamm der Medizinischen Kleintierklinik

Miinchen.

Zellkultur-Methoden

3.1. Material

Material (Losungen, Verbrauchsmaterial) und Gerdte werden in Listen im Anhang aufge-

fithrt.

3.2. Methoden

3.2.1. Blutentnahme aus der Vena jugularis

Fiir die Blutentnahme wurden 20ml-Spritzen und Kaniilen unter sterilen Bedingungen mit
1,0 ml Heparinlosung beschichtet. Die Blutentnahme erfolgte nach Hautdesinfektion aus der

Vena jugularis.
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3.2.1.1. Vorversuche Blutentnahme
3.2.1.1.1. Optimierung der Leukozyten-Gewinnung aus Hundeblut

Zu Versuchsbeginn sah der Versuchsaufbau vor, Proliferations- und Stimulationsversuche
aus Blut ein und desselben Hundes zu bearbeiten. Beide Versuchsreihen beinhalteten in die-
sem Protokoll den Ansatz von jeweils fiinf Fettsduren, einer Negativkontrolle, einer alleini-
gen Allergenkontrolle sowie bei der Proliferation einer zusétzlichen Positivkontrolle (Conca-
navalin A). Um die Zellen in einer ausreichend hohen Konzentration in den jeweiligen Ver-
suchen proliferieren/stimulieren zu konnen, war eine Konzentration an peripheren mono-
nukledren Zellen (PBL) von 2,9 x 10° Zellen gesamt pro Blutprobenentnahme erforderlich.
Da selbst bei Volumina von 60 ml Blut nur bei ca. 50 % der Patienten diese Menge an PBLs
isoliert werden konnte, wurden die Proliferations- und Stimulationsversuche aus unterschied-
lichen Blutproben durchgefiihrt. Die Hunde wurden vor der Blutprobenentnahme durch Be-
wegung, Spiel oder Animation in Aufregung gebracht. Dadurch wurden die Leukozyten vom
marginalen Pool in den zentralen Blutstrom geleitet und hohere Konzentration von Leukozy-

ten in der Blutprobe erreicht.

3.2.1.1.2. Gewinnung maximaler Leukozytenkonzentrationen in Blutproben

In einem Vorversuch wurden optimale Bedingungen fiir die Blutprobenentnahme ausgetestet.
Die Bedeutung lag in der Gewinnung maximaler Leukozytenkonzentrationen aus den jewei-
ligen Blutproben. Der Leukozytengehalt zweier Blutproben wurde im Vergleich ausgewertet.

Als Probandin diente eine achtjéhrige gesunde Podenco-Mischlings-Hiindin.
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3.2.2. Isolierung von Peripheren Blutleukozyten (PBLs)/ Peripheren Mononukleiren
Zellen (PBMCs)

Die Aufreinigung von mononukledren Zellen geschah in Anlehnung an Kipar et al. (2001)
und Leutenegger et al. (1999) (Kipar, 2001, Leutenegger, 1999). Sie diente letztendlich zur
Bestimmung des Proliferationsindexes der PBLs und der Stimulation von PBLs mit anschlie-
Bender quantitativen Bestimmung der Zytokin-mRNA von IL-4, IFN-y, TGF-f, B-Aktin und
18S rRNA. Das heparinisierte Blut wurde mit dem gleichen Volumen phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS pH 7,2) gemischt und auf den Dichtegradienten Ficoll (Bicoll®; Fa. Bio-
chrom AG, Berlin) im Mengenverhéltnis 1:1 geschichtet. Nach zwdlfminiitiger Zentrifugati-
on bei Raumtemperatur mit 225 x Erdbeschleinigung (g) (1200rpm) ergab sich folgende
Schichtung des Rohrcheninhalts:

=

‘l-___'__,-f

PBS

PBMC

Abb. 3-1: Schichtung der verschiedenen Phasen nach Zentrifugation

Die mononukledre Zellschicht mit PBLs/PBMCs (weil3e Interphase) wurde mit einer Pasteur-
pipette abpipettiert und in 50 ml PBS iiberfiihrt. Um Reste des Gradienten vollstindig zu ent-
fernen, wurden die PBLs zweimalig mit kaltem PBS fiir zehn Minuten gereinigt. Dies ge-
schah durch Zentrifugation bei 4° C und 350 x g (1400rpm) beziehungsweise 225 x g
(1200rpm).
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3.2.3. Ermittlung der Zellzahl

Isolierte PBLs wurden in 10 ml PBS resuspendiert. Um die Zellzahl zu ermitteln und tote
Zellen anzufdarben, wurden 10 pl dieser Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau gemischt. Der
Farbstoff Trypanblau wird passiv durch Diffusion von Zellen aufgenommen. Da lebende Zel-
len den Farbstoff durch ihre Stoffwechselaktivitit sezernieren konnen, werden sie — im Ge-
gensatz zu toten Zellen — nicht angefarbt. Die ungeféarbten Zellen wurden in 80 Kleinstquad-
raten einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop ausgezihlt und die Zellzahl pro

ml nach folgender Formel berechnet:

Anzahl der Zellen

ausgezihlte Fliche (mm?) x Kammertiefe (mm) x Verdiinnung

Flache eines Kleinstquadrates: 0,04 mm? , Kammertiefe: 0,1 mm, Verdiinnung 1:2

3.2.4. Proliferationsversuch

Durch diesen Versuch sollte der Einfluss von verschiedenen Fettsduren und Fettsdurekombi-
nationen auf die Proliferation von Leukozyten erforscht werden. Dazu wurden neben einer
Negativkontrolle (Standardmedium) verschiedene Fettsduren im Vergleich eingesetzt. Die
eingesetzten Fettsduren waren Linolsdure (LA), a-Linolensdrue (ALA), y-Linolensiure
(GLA), Eicosapentaensdure/Docosahexaensidure (EPA/DHA) und eine Kombination aus y-
Linolensdure, Eicosapentaensdure und Doxosahexaensdure (GLA/EPA/DHA). Die Leukozy-
ten wurden in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml mit einer Negativkontrolle (Stan-
dardmedium), Positivkontrolle (Concanavalin A) sowie mit Allergen (Dermatophagoides
farinae) versetzt. Nach einer 54stiindigen Inkubation bei 37° C und 5 % C0,-Gehalt wurden
die Kavititen mit radioaktiv markiertem *H-Thymidin versetzt und weitere 18 Stunden inku-
biert. *H-Thymidin wird wihrend der DNA-Replikation in der Phase der Zellteilung einge-
baut. Die Zellen wurden auf einen Filter {ibertragen und mit Szintillationsfliissigkeit versetzt.
Die Szintillationsfliissigkeit enthdlt Molekiile, deren Elektronen durch die niedrig energeti-
sche Beta-Strahlung des Tritiums [’H] in der Atomhiille angeregt werden und auf eine duBere
Schale libergehen. Beim Zuriickfallen in ihren urspriinglichen Zustand wird die freiwerdende

Energie in Licht umgewandelt, welches mit einem Detektor gemessen wird.
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3.24.1. Vorversuche Proliferation
3.24.1.1. Ermittlung einer geeigneten Positivkontrolle

Als Positivkontrollen fiir Proliferationsversuche eignen sich Concanavalin A (Con A) und
Phytinhaemagglutinin (PHA). In einem Vorversuch wurden in einem Proliferationsversuch
Con A (10 pg/ml) und PHA (10 pg/ml) direkt miteinander verglichen. Beide Reagentien
wurden mit PBLs eines Hundes (100 pl in Konzentration 5 x 10° Zellen/ml) versetzt, zusitz-
lich mit verschiedenen Fettsduren und Fettsiurekombinationen (in Konzentration 10 M)
stimuliert und 72 Stunden bei 37° C und 5 % CQO, inkubiert. 18 Stunden vor Ende der Inkuba-
tionszeit wurden die Kavititen mit 20 pl *H-Thymidin versetzt und die Lichtstrahlung nach

Ende der Inkubationszeit durch einen Beta-Counter gemessen.

3.2.4.1.2. Bestimmung der Fettsdurekonzentration

In einem weiteren Vorversuch wurden PBLs eines Hundes (100 ul in Konzentration 5 x 10°
Zellen/ml) mit verschiedenen Fettsdurekonzentrationen kombiniert und die Proliferation im
Beta-Counter gemessen. Es wurden Fettsiurekonzentrationen von 10° M, 10°M und 107 M

fiir den Vorversuch eingesetzt.

3.2.4.1.3. Bestimmung der Allergenkonzentration

In dieser Studie sollte nachgewiesen werden, ob essentielle Fettsduren bei Anwesenheit von
Allergenen die Proliferation inhibieren konnen. Um eine optimale Allergenkonzentration
einsetzen zu konnen, wurden verschiedene Allergenkonzentrationen getestet. Das Allergen
lag in einer Konzentration von 40.000 PNU/ml vor. Von diesem Konzentrat wurden 1,5 pl/ml
Zellsuspension, 20 pl/ml Zellsuspension und 50 pl/ml Zellsuspension den PBLs zugegeben.
Die Allergene wurden ebenfalls mit verschiedenen Fettsduren und Fettsdurekombinationen
(in Konzentration 10 M) versetzt und die Proliferation mit einer Negativkontrolle vergli-
chen. Die Kavitidten wurden 72 Stunden bei 37° C und 5 % CO, inkubiert, 18 Stunden vor
Inkubationsende mit 20 pl *H-Thymidin versetzt und anschlieBend die Lichtstrahlung im Be-

ta-Counter gemessen.
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3.2.4.2. Durchfiihrung Proliferationsversuch

In eine sterile 96-Loch-Platte wurde in Reihe A die Negativkontrolle (Standardmedium,
50 ul) und in Reihen B bis H die verschiedenen Fettsduren (LA, GLA, ALA, EPA/DHA,
GLA/EPA/DHA) in einer Konzentration von 10 M und einer Menge von 50 pl pipettiert. In
die Spalten 1-3 wurde die Negativkontrolle, in die Spalten 4-6 die Positivkontrolle (Con A)
und in die Spalten 7-9 das Allergen (D.farinae) in Form von Triplikaten in einer Menge von
50 ul/Vertiefung pipettiert. AnschlieBend wurde in alle Kavitdten die Zellsuspension in einer
Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ml in einer Gesamtmenge von 200 ul eingegeben. Nach 54
Stunden Inkubation bei 37° C und 5 % CO,-Gehalt wurden 20 ul “H-Thymidin-
Gebrauchslosung (1 pCi) in jede Kavitdt pipettiert und fiir weitere 18 Stunden inkubiert. Die
Zellen wurden mit einem Harvester auf Glasfiber Filter {ibertragen. Nach Trocknen und Ein-
legen des Filters in eine 96-Loch-Plattenhalterung wurde dieser mit 20 pl Szintillationsfliis-
sigkeit pro Delle benetzt, mit einer selbstklebenden Folie verschlossen und im Beta-Counter
die Lichtstrahlung gemessen. Das Mal} der Proliferation wurde in Ausschlige pro Minute

(counts per minute, cpm) angegeben.

3.2.5. Kultivierung von Zellen fiir Stimulationsversuch

3.2.5.1. Vorversuche Stimulation
3.2.5.1.1. Bestimmung der erforderlichen Zellkonzentration

In diesem Versuch sollte herausgefunden werden, in welcher Konzentration Zellen kultiviert
werden, um bei RNA-Prédparationen eine ausreichende Konzentration von 0,4 pg RNA zu
erhalten. Es wurden Zellen in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml (1,5 x 107 Zel-
len/3ml) in 6-Loch-Platten eingesdt und 72 Stunden bei 37° C und 5 % CO; inkubiert. Zum
Vergleich wurden aufgetaute Zellen in einer Konzentration von 8 x 10° Zellen/ml, frisch pri-

parierte Zellen in Konzentrationen von 1 x 10’ Zellen/ml und 2 x 10’ Zellen/ml eingesetzt.
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3.2.5.1.2. Inkubation der PBLs iiber 6, 10 und 18 Stunden

Im zuvor beschriebenen Versuch konnte gesehen werden, dass bei Inkubationszeiten von
72 Stunden nur ein Bruchteil der Zellen tiberleben. In der Literatur wurde beschrieben, dass
bei Inkubationen iiber 6 - 24 Stunden ein GroBteil der Zellen iiberlebt und hohe Expressionen
an Zytokinen gemessen werden konnten. In diesem Versuch wurden die Verdnderungen der
Expressionswerte von -Aktin, IFN-y, IL-4 und TGF-$ und 18S rRNA nach 6 Stunden, 10
Stunden und 18 Stunden Inkubation bei 37° C und 5 % CO, gemessen. Die Inkubationszeit
mit der maximalen Expression der entsprechenden Zytokine wurde standardméfBig in den

Hauptversuchen eingesetzt.

3.2.6. Weiterverarbeitung der PBLs fiir die RNA-Extraktion

Fiir die RNA-Extraktion wurden jeweils 2 x 10" Zellen pro Ansatz eingesetzt. Dazu wurden
die in PBS aufgenommenen PBLs fiir zehn Minuten bei 225 x g (1200rpm) zentrifugiert, den
Uberstand abgekippt und die Zellen in Einfriermedium resuspendiert. Die Aufnahme in Ein-
friermedium ermoglicht es, die PBLs bei —80° C einzufrieren und zu einem spéteren Zeit-

punkt die RNA zu extrahieren.

3.2.7. Stimulation von peripheren Blutleukozyten

Isolierte PBLs wurden in Standardmedium auf eine Zelldichte von 2 x 107 Zellen/ml einge-
stellt und jeweils 1 ml Zellsuspension auf 24-Loch-Platten aufgeteilt. In diesem Versuch
wurde zur Zellsuspension das Allergen D. farinae (50 pl einer 40.000 PNU/ml-
Konzentrationslosung) und verschiedene Fettsduren (LA, EPA/DHA, GLA/EPA/DHA) zu-
gegeben. Zusitzlich wurde eine Negativkontrolle (Standardmedium) angesetzt. Um die allei-
nige Wirkung der essentiellen Fettsduren beurteilen zu konnen, wurde die Negativkontrolle
und das Allergen ebenfalls mit Dimethylsulfoxid (DMSO, AppliChem GmbH, Darmstadt, 3,1
ul) angereichert. Nach flinf bis sieben Stunden Kultivierung bei 37° C und 5 % CO, waren
stimulierte Leukozyten in unterschiedlichen Mengen mikroskopisch zu erkennen. Das Kul-
turmedium wurde mit einer 1000ul-Pipette resuspendiert und jeweils in ein 1,5ml-
Eppendorfgefdl iiberfiihrt. Die Zellsuspensionen wurden fiir zehn Minuten bei 225 x g
(1200rpm) und 4° C zentrifugiert.
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3.2.8. Mogliche Weiterverarbeitungstechniken

3.2.8.1.1. Trifast'™-Methode

Dieses Verfahren wurde standardmiBig in diesem Versuch durchgefiihrt. Der Uberstand der
Zellsuspension wurde nach dem beschriebenen Zentrifugationsschritt (siche 3.2.2) abgeschiit-
tet und das Zellpellet in Trifast™ Reagenz (peqGOLD Trifast'™, Erlangen) resuspendiert.
Trifast™ Reagenz ist eine monophasische Losung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat.

Die Zellen sollten durch auf- und abpipettieren ausreichend mit Trifast' ™ gemischt werden.

3.2.8.1.2. Zellen einfrieren

Nach Préiparation der PBLs konnen diese durch eine RNA-Priparation oder einen Einfrier-
vorgang weiterverarbeitet werden. Vor Einfrieren der PBLs wurde die Zellzahl mikrosko-
pisch bestimmt und die Zellen in einer Zelldichte von 1 x 10’ Zellen/ml Einfriermedium in
1,8ml Kryo-Vials aufgeteilt. Diese wurden in einer Einfrierbox, die zur Hélfte mit Isopropa-
nol gefiillt war, bei -80° C eingefroren. In dieser Einfrierbox wurde die Temperatur um ca. 1°
C/min abgekiihlt. Bei -80° C konnen Zellen bis zu einem Jahr gelagert werden, zur langfristi-

gen Lagerung empfiehlt sich jedoch fliissiger Stickstoff.

3.2.8.2. Zellen auftauen

Die Zellen wurden in einem Wasserbad von 37° C innerhalb von zwei Minuten aufgetaut.
AnschlieBend wurde jeweils 20 ml gekiihltes RPMI-1640-Medium in 50ml-Falcons pipettiert.
Die Zellsuspension konnte nun in 5ml-Pipetten aufgezogen und langsam zu RPMI-1640-
Medium zugegeben werden. Die Losung aus Zellsuspension und Standardmedium wurde
anschlieBend fiir zehn Minuten bei 12000 x g bei 4° C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
10 ml Kulturmedium resuspendiert. Die Anzahl der {iberlebenden Zellen konnte nun mikro-

skopisch ermittelt werden (Ermittlung der Zellzahl siehe 3.2.3).
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3.2.9. RNA-Priparation

Um Gesamt-RNA aus Zellen zu gewinnen, wurden PBLs mit Trifast™ Reagenz versetzt.
Durch Zugabe von Chloroform wurden die organische und die wissrige Phase getrennt und
die RNA durch Prizipitation der wéssrigen Phase gewonnen.

Beim Arbeiten mit RNA ist grundsétzlich immer an die Gefahr zu denken, dass ubiquitdr
vorkommende RNasen die RNA degradieren. Man sollte nur mit RNase-freiem Einwegmate-
rial und Handschuhen arbeiten. Geréte und Gegenstinde wurden mit 3 % H,O, (AppliChem
GmbH, Darmstadt) fiir ca. eine Stunde inkubiert und anschlieBend mit RNase-freiem Wasser
(Wasser fiir Molekularbiologie, AppliChem GmbH, Darmstadt) abgewaschen oder mit
10%igem SDS (AppliChem GmbH, Darmstadt) abgewischt.

3.2.9.1. Durchfiihrung

2 x 107 Zellen wurden durch zehnminiitige Zentrifugation bei 4° C mit 12000 x g pelletiert
und in Trifast'™ mit Hilfe einer 1000pl-Pipettierhilfe resuspendiert. Nach fiinfminiitiger In-
kubation bei Raumtemperatur wurden 200 pl Chloroform hinzugefiigt, 15 Sekunden stark
geschiittelt und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch eine 15miniitige Zentri-
fugation bei 4° C mit 12000 x g teilen sich die Medien in eine obere, wissrige, RNA-haltige
Schicht, eine Interphase mit DNA und eine untere, trizolhaltige Phase. Die obere, RNA-
haltige Phase wurde in ein neues Rohrchen tiiberfiihrt, 500 pl Isopropanol dazupipettiert und
zweimalig vorsichtig geschwenkt. Nach einer zehnminiitigen Inkubationszeit bei Raumtem-
peratur wurde das Gemisch anschlieBend zehn Minuten bei 4° C und 12000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgeschiittet, das Pellet mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen und
nochmals fiinf Minuten bei 4° C mit 7500 x g zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde getrock-
net und in 15 pl RNAse freiem Wasser gelost. Anschlieend konnte die Qualitdt der RNA im
Bioanalyzer beurteilt oder die RNA bei -80° C gelagert werden.
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3.2.10. Bioanalyzer

Im Bioanalyzer kann die Qualitit der RNA (RNA Integrity Number) und die RNA-
Konzentration bestimmt werden. Nur RNA von guter Qualitit und entsprechend hoher RNA
Integritdtsnummer (RIN von 7,5 - 10) wurde in anschlieBenden Verarbeitungsschritten in eine
komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Mit Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, USA) und in dieser Studie verwendeten Agilent RNA 6000 Eukaryon-
ten Nano Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) kann eine Qualitétskontrolle isolier-
ter Gesamt-RNA-Proben durchgefiihrt werden.

Die auf Elektrophorese basierende LabChip™-Technologie faBit die Schritte der Langensepa-
ration, die Aufnahme und Archivierung des Gelbildes und seine Auswertung zu einem einzi-
gen, schnell ablaufenden Prozess zusammen. Die dabei erzeugten digitalen Ergebnisse sind
durch den automatisierten Prozessablauf weniger vom Benutzer beeinflussbar und daher ge-
nauer und reproduzierbarer. In der im Folgenden aufgefiihrten elektrophoretischen Darstel-

lung ist die Aufschliisselung der Gesamt-RNA in ihre Bestandteile 5s, 18s und 28s RNA zu

erkennen.
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RNA Gehalt: 191.3 rRNA Verhiltnis [28s / 18s]: 1.3
RNA Konzentration: 119 ng/ul RNA Integritdtsnummer (RIN): 10.0

Abb. 3-2: Links: elektrophoretische Darstellung von floureszierenden Einheiten (FU)
aufgeschliisselter Gesamt-RNA in 5s, 18s, 28s im zeitlichen Verlauf (s). Rechts: spezifi-
sche Banden fiir Ss, 18s, 28s auf einem Agarosegel
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Abb. 3-3: Graphische Darstellung von Gelbildern. Das erste Gel zeigt die Leiter mit
ihren spezifischen Banden, wihrend bei den Proben eins bis zwolf die 18s- und 28s-
Banden deutlich als schwarz gefirbte Banden erkennbar sind

3.2.10.1. Durchfiihrung

Alle verwendeten Medien wurden vor Beginn der Bearbeitung der Proben 30 Minuten bei

Raumtemperatur erwarmt.

1. Vorbereitung des Gels

550 pl der RNA 6000 Gel Matrix wurden in einen Spinfilter pipettiert. Das Gel wurde an-
schlieBend zehn Minuten bei 1500 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. 65 pl des Gels wur-
den nach der Zentrifugation in ein 0,5ml-RNase freies Eppendorfgefal} tiberfiihrt und konnte

in den folgenden vier Wochen verwendet werden.
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2. Vorbereitung des Gel-Dye-Mixes

RNA 6000 Nano Dye Konzentrat wurde fiir zehn Sekunden geschiittelt, fiir wenige Sekunden
abzentrifugiert und 1 pl des Konzentrates in 65ul des Gels aliquotiert. AnschlieBend wurde
der Gel-Dye-Mix einige Sekunden geschiittelt und fiir zehn Minuten bei 13000 x g bei Raum-

temperatur zentrifugiert.

3. Auftragen des Gel-Dye-Mixes

Als erster Schritt wurde ein neuer Agilent RNA 6000 Eukaryonten-Kit in die Chip Priming
Station eingelegt. 9 ul des Gel-Dye-Mixes wurden in eine speziell markierte Vertiefung pi-
pettiert und die Chip Priming Station geschlossen. Innerhalb von 30 Sekunden verteilte sich
das Gel im Chip. Nach Offnen der Priming Station wurden in zwei weitere Vertiefungen des

Kits 9 pl des Gel-Dye-Mixes pipettiert.

4. Auftragen des Markers

In alle zwolf Vertiefungen des Kits, in welche RNA-Proben eingegeben werden konnen,
wurden 5 pl Marker pipettiert. Zusdtzlich wurden 5 pl Marker in die Vertiefung fiir die Leiter
pipettiert.

5. Auftragen der Leiter und der RNA-Proben

In die Vertiefung der Leiter wurde 1 pl Leiter pipettiert. In die Vertiefung der RNA-Proben
wurden jeweils 1 pl RNA pipettiert. AnschlieBend wurde der Chip bei 2400 rpm fiir eine Mi-
nute geschiittelt und innerhalb von fiinf Minuten in den Agilent 2100 Bioanalyzer zur Analy-

se verbracht.

3.2.11. Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration der gelosten RNA wurde durch photometrische Messung im BioPhotome-
ter (Fa. Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Dabei erfolgte die Messung bei einer Wellenldnge
von 260 nm gegen ein Losungsmittel (Leerwert fiir RNA). Zur Messung des Leerwertes wur-
den 100 pl Aqua bidest. eingesetzt. Der Quotient der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm
(Az60/A2g0) gibt Aufschluss iiber eine Verunreinigung der Nukleinsdure durch Proteine. Reine
RNA sollte einen Wert von ca. 2,0 zeigen. Das Verhéltnis Ajq0/Az30 schétzt die Reinheit der
Probe beziiglich der Verunreinigung durch Kohlenhydrate, Peptide, Phenole oder aromati-

sche Verbindungen und sollte bei ca. 2,2 liegen.
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3.2.12. QuantiTect® Reverse Transkription

3.2.12.1. Elimination genomischer DNA

Aufgereinigte RNA-Proben wurden entsprechend ihrer Konzentration in bis zu 12 ul RNase
freiem Wasser verdiinnt. Jeder Probe wurde zusitzlich 2 ul gDNA Wipeout Puffer (sieben-
fach konzentriert) zugegeben und fiir zwei Minuten bei 42° C im Thermocycler inkubiert.
Dieser Bearbeitungsschritt fiihrte zur Eliminierung einer Kontamination mit genomischer
DNA. Die RNA konnte anschlieBend direkt in ¢cDNA umgeschrieben werden (Reverse

Transkription).

3.2.12.1.1.  Durchfiithrung

Folgende Komponenten wurden je Probe in 0,5ml-Eppendorfgefde zur Eliminierung geno-

mischer DNA zugegeben:

gDNA Wipeout Puffer: 2wl
RNA: variabel *!
RNAse freies Wasser: variabel
Gesamtvolumen: 14 ul

*10,4ug rRNA, mRNA und CarrierRNA, abhiingig von photometrischer RNA-Messung

3.2.12.2. Reverse Transkription (RT)

Fiir eine Quantifizierung einzelner mRNA-Fraktionen aus mononukledren Zellen mittels
,Real Time“-PCR musste zundchst die extrahierte Gesamt-RNA in cDNA umgewandelt wer-
den. Hierzu wurde das Reagenziensystem Reverse Transkription mit QuantiTect” Reagenz
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben verwendet. In diesem System sind sogenannte Ran-
dom Hexamer Primer enthalten. Dies sind kurze, nach dem Zufallsprinzip synthetisierte Oli-
gonukleotide, die statistisch verteilt an die gesamte RNA (rRNA, tRNA, mRNA) hybridisie-
ren, so dass die cDNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase abschnittsweise gebildet wird.
Im Gegensatz zu Oligo-dT Primern, die sich an das Poly-A-Ende der mRNA anlagern und
damit nur mRNA umschreiben, ermdglicht die Verwendung dieser Random Hexamer Primer

den Einsatz von 18S rRNA als interne Kontrolle.
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Folgender Reaktionsansatz wurde laut Herstellerangaben zur reversen Transkription verwen-
det
(Ansatz pro umgeschriebene RNA-Probe):

Quantiscript Reverse Transkriptase: Tl
Quantiscript RT Puffer: 4ul
RT Primer Mix: Tul
Menge RNA: 14ul

Die Eliminierung der genomischen DNA und die Reverse Transkription wurden im Thermo-

cycler GenAmp 2400 nach folgendem Temperaturprogramm durchgefiihrt:

- Eliminierung genomischer DNA: 2 min bei 42° C

- Reverse Transkription: 30 min bei 42° C
- Inaktivierung des Enzyms: 3 min bei 95° C
- Abkiihlung auf 4° C

Die ¢cDNA-Proben konnten anschliefend bei -20° C eingefroren oder direkt zur Zytokin-

bestimmung in der quantitativen Polymerase Kettenreaktion verwendet werden.

3.2.13. Etablierung der Primer

Als Primer wird in der Molekularbiologie ein Oligonukleotid bezeichnet, das als Startbereich
fiir DNA-replizierende Enzyme (DNA-Polymerasen) dient. DNA-Polymerasen benétigen
eine Hydroxylgruppe als Startpunkt fiir ihre erste Verkniipfungsreaktion. Primer stellen mit

threm 3’OH-Ende eine passende Hydroxylgruppe zur Verfiigung.

Fiir die PCR wurden Nukleotidsequenzen, die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flan-
kieren, bestimmt. Gemil diesen Sequenzen wurden passende Primersequenzen synthetisch
hergestellt. Alle eingesetzten Primer hatten eine Basenpaarldnge (bp) von 18 - 24 bp.
Mit der Lange eines Primers wichst die Annealing Temperatur eines Primers linear an. Bei
der Annealing Temperatur hybridisiert ein Primer mit der Proben-DNA. Ist die Annealing

Temperatur zu hoch (iiber 80° C), werden die verwendeten Enzyme (DNA-Polymerasen)
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denaturiert. Ist die Temperatur zu niedrig (unter 55° C), konnen die Primer unspezifisch an
nichtspezifische DNA-Sequenzen binden. Die Annealing Temperatur lag bei allen verwende-

ten Primern bei 59° C.

Die Annealing Temperatur eines Primers hédngt allerdings nicht nur von seiner Lénge ab,
sondern auch von seiner Nukleotidzusammensetzung. Guanin-Cytosin-Basenpaare werden
durch drei Wasserstoffbriicken stabilisiert, Thymin-Adenin-Basenpaarungen nur iiber zwei.
Guanin-Cytosin-Basenpaarungen sind somit ,,stabiler. Die Annealing Temperatur nimmt

dementsprechend mit der Anzahl an Guanin- und Cytosin-Nukleotiden zu.

3.2.13.1. Computerprogramme zur Auswertung von Sequenzen
3.2.13.1.1.  Blast

Das Programm ist unter www.ncbi.nlm.nih.gov/blast frei verfiigbar. Von Bedeutung ist die
Bindung des Primers an das ,,gen of interest”, welches eine hochspezifische Bindung verdeut-
licht. Die Sequenz von Primern wird mit dhnlichen oder gleichen Sequenzen verglichen.
Wihrend dessen wird iiberpriift, ob der Primer andere Genabschnitte auflerhalb der Zielse-
quenz amplifizieren wiirde. Sind keine Bindungen an andere Genabschnitte darstellbar, kon-

nen die Primersequenzen im Primer Express 3.0 getestet werden.

3.2.13.1.2.  Primer Express 3.0

Dieses Programm dient zur Uberpriifung der Struktur der Primer. Um eine hohe Effizienz
von Primern zu gewihrleisten, ist es von Bedeutung, dass keine Haarnadel- oder Dimerstruk-
turen (Kreuzdimere, Eigendimere) vorliegen. Diese Strukturen verhindern die Vervielfalti-

gung der DNA-Abschnitte und sind somit unerwiinscht.
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3.2.13.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR wird durch eine hitzeresistente DNA Polymerase mit Hilfe von spezifischen
Primern eine bestimmte cDNA Sequenz amplifiziert. Dabei wird das PCR-Reaktions-
Gemisch mit Hilfe eines Thermocyclers auf 96° C fiir 30 Sekunden erhitzt und die cDNA
denaturiert. Anschlieend erfolgt eine 30sekiindige Inkubation bei der Primer-spezifischen
Temperatur von 59° C. Dies ermdglicht eine spezifische Bindung von Primern an der passen-
den Sequenz der cDNA. Im Anschluf} folgt eine 15miniitige Inkubation bei 96° C mit einer
hot start Polymerase (Hot Fire Pol), bei welcher der komplementire DNA Strang synthetisiert
wird.

Diese drei Schritte wurden 34 Mal wiederholt. Am Ende wurde die Reaktion noch einmal
zehn Minuten bei der Polymerase-spezifischen Temperatur inkubiert und anschlieBend auf

4° C gekiihlt.

3.2.13.2.1.  Durchfiihrung

7,6 ul Wasser

1,2 ul MgCl,

1,5 ul 10 x Puffer B, Solis Biodyne

1,5 ul ANTP Set 20 mM, Endkonzentration: 2 mM

1,0 pl Vorwirts-Primer (s), Endkonzentration: 20 mM

1,0 pl Riicklaufiger-Primer (as), Endkonzentration: 20 mM
0,2 ul Hot Fire Pol, Endkonzentration: 1 Unit, Solis Biodyne

Aus diesen Reagenzien wurde ein Mastermix angesetzt und anschlieBend 1 pl der gewiinsch-
ten cDNA oder 1 pl Nuclease-freies Wasser in ein Reaktionsgefdl pipettiert, welches als Ne-

gativkontrolle diente.

Die verschiedenen Ansitze wurden im Thermocycler auf die oben beschriebenen Temperatu-
ren erhitzt bzw. abgekiihlt und anschlieBend auf einem Agarosegel die Spezifitit analysiert.
Die Visualisierung des gewonnenen PCR-Amplifikats fand nach elektrophoretischer Auf-

trennung mit Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen) im Agarosegel statt.
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3.2.13.3. Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese konnte die Grofle von DNA Fragmenten bestimmt
werden, wenn diese in einer relativ grolen Menge, wie sie bei der PCR entsteht, vorlagen.
Durch Anlegen einer konstanten Spannung wurden die Stiicke der Lénge nach aufgetrennt
und durch Ethidiumbromidfarbung (Sigma, Deisenhofen) unter UV-Licht sichtbar gemacht.
Als ReferenzgroBe diente ein aufgetragener und gefirbter Marker (GeneRuler ™ 50bp DNA

Ladder, Fermentas, Ontario, Kanada).

3.2.13.3.1.  Durchfiihrung

Die PCR-Produkte wurden in 2%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die erfor-
derliche Menge peqGOLD Universal Agarose (peqLab Biotechnologie AG, Erlangen) wurde
unter Aufkochen in 0,5 x TBE-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe) gelost, anschlieBend durch
Riihren auf ca. 50° C abgekiihlt und in eine Elektrophoresekammer mit Probentaschenkamm
gegossen. Nach Erstarren des Gels wurde der Kamm entfernt und das Gel mit 0,5 x TBE Puf-
fer iiberschichtet. 5 pl des PCR-Reaktions-Gemisches wurden mit 1 pl 6 x Loading Dye L6-
sung (mit den Farbstoffen Bromphenolblau und Xylen Cyanol FF der Firma SIGMA-Aldirch,
Buchs, Schweiz) gemischt und in die vorhandenen Vertiefungen des Agarosegels pipettiert.
Durch die im Ladepuffer enthaltenen Farbstoffe konnte die aufgetragene Losung wihrend der
elektrophoretischen Auftrennung sichtbar gemacht werden. Es wurde eine konstante Span-
nung (Spannungsgerit Power-Supply Power Pac 300, Bio Rad, Miinchen) von 85 Volt ange-
legt, bis die Proben ausreichend weit im Gel gewandert waren. Anschlieend wurde das Gel
in einer Ethidiumbromid(10pg/ml)-Gebrauchslosung 30 Minuten unter Schwenken gefarbt.
Die aufgetrennte DNA konnte durch UV-Licht (UV-Crosslinker Stratalinker 2400, Stratage-
ne, Amsterdam, Niederlande) sichtbar und ihre GroBe durch Vergleich mit einem Standard
(GeneRuler™ 50bp DNA Ladder, Fermentas, Ontario, Kanada) bestimmt werden. Die Er-
gebnisse wurden in Quantity One Datenbank (Gel Doc 2000, Bio-Rad, Miinchen) dargestellt.
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3.2.13.4. Standardkurven

Standardkurven veranschaulichen das Verhalten von Primern bei unterschiedlichen Mengen
an cDNA und ermdglichen die Ermittlung der Effizienz (vgl. Kapitel 111, 3.2.14). Zur Herstel-
lung einer Standardkurve wird eine Log;o Verdiinnungsreihe des PCR-Produktes des jeweili-
gen Primers pipettiert. Die Verdiinnungsstufen 10~ -10” wurden in der gPCR als Probe ein-
gesetzt und iiber Amplifikationskurven dargestellt (siche Abb. 3-4):
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1.0e-008
1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

Abb. 3-4: Amplifikationskurven am Beispiel einer Verdiinnungsreihe

Die einzelnen Kurven stellen die Verdiinnungen 10~ bis 10” dar. Je héher die Verdiinnungs-
stufe, desto spiter ist der Zeitpunkt der Verdoppelung der Amplifikate und der Uberschrei-
tung des Schwellenwertes (Vergleiche Abb. 3-8).

Die Spezifitit eines Primers wird zusétzlich liber eine Dissoziationskurve tiberpriift. Hierbei
kann nachgewiesen werden, ob ein spezifisches Produkt amplifiziert wurde und ob eventuelle

Primerdimere (Kreuzdimere, Eigendimere) oder Kontaminationen vorliegen.
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Abb. 3-5: Dissoziationskurve: Vervielfiltigung eines spezifischen Amplifikates

In der Abb. 3-5 ist eine Dissoziationskurve mit der Amplifizierung eines spezifischen Ampli-
fikates zu sehen, die Linien im Bereich des Null-Wertes stellen Kontrollansidtze ohne cDNA
(No Template Kontrolle) dar. Kontrollansédtze dienen zum Nachweis einer Kontamination
wihrend des Pipettiervorganges. Zusitzliche Amplifikate wéren ein Hinweis auf eine Kon-

tamination oder eine Dimerbildung.

3.2.13.5. Priifung der Primer mittels Sequenzierung

Abschliefend in der Phase der Etablierung von Primern wurde die Spezifitit der ausgewéhl-
ten Primer mittels Sequenzierung der PCR-Produkte iiberpriift. Die DNA-Sequenzierung
wurde durch die Firma GATC, Konstanz durchgefiihrt. Die gewiinschten Oligonukleotide
wurden in einer Konzentration von mindestens 200 ng/ul zur Sequenzierung geschickt. Die
Sequenzdaten konnten drei Tage spéter iiber das Internet unter www.my-gatc.de eingesehen
werden. Nach Erhalt der Daten wurde die Sequenz erneut im Blastverfahren getestet, um

nachzuweisen, ob tatséchlich das gewiinschte Gen amplifiziert wurde.
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3.2.14. Ermittlung der Effizienzen von I1.-4, IFN-y, TGF-B, B-Aktin und 18S rRNA

Um die Effizienzen von Primern zu bestimmen, wurde eine Log;o-Verdiinnungsreihe eines
auf einer beliebigen caninen cDNA erzeugten PCR-Produktes erstellt. Die Verdiinnungsstu-
fen 10~ bis 10” wurden in einer gPCR-Reaktion mit den jeweiligen Primern und den kom-
merziell zu erwerbenden Reagenzien fiir die Amplifizierung eingesetzt. Anschlieend erfolg-

te die Auswertung der Ci-Werte. Die Effizienz wurde mit folgender Formel ermittelt:
S
Effizienz =10
Fiir die Beurteilung der mit verschiedenen Primer-Paaren gewonnenen Mef3daten wurden im

Folgenden die Ergebnisse anhand der Korrelationsanalyse und der Regressionsgeraden dar-

gestellt (siche Kapitel IV, 4.1.10.2.1.).

y = 3,7509x + 5,4936
Interferon gamma Rz = 0,9952
35
30 E=1,848
825 h —O—ELlj\ln%amma
©20 - ,
; —_inear
1 15 1 (IFNgamma
Hund)
O10 |
5 h
0 ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8
Log 10 verdinntes PCR-Produkt

Abb. 3-6.1: Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von Interferon-y. Bei der
Auswertung des Effizienzvergleichs wurde das Quadrat des Pearsonschen Korrelati-
onskoeffizienten R (Bestimmtheitsmass) und die Regressionsgerade zur Darstellung des
linearen Zusammenhangs der MelB3ergebnisse berechnet.

In den so entstandenen Punktwolken ist zusitzlich die Regressionsgerade eingezeichnet.
Rechts neben der Abbildung ist jeweils das Quadrat des Pearsonschen Korrelationskoeffi-
zienten (R? = Bestimmtheitsmass) und die Regressionsgeradengleichung (y = mx + b) ange-

geben.
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Abb. 3-6.2: Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von IL-4
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Abb. 3-6.3: Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von TGF-f3
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Abb. 3-6.4: Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von -Aktin

Bei einem PCR-System, bei welchem mit Halbierung der eingesetzten log ng Gesamt-RNA-
bzw. cDNA-Menge die Zyklenzahl um einen Zyklus steigt, wiirden die Wertepaare auf einer
Geraden liegen. Die Steigung wiirde 3,3 betragen und der Korrelationskoeffizient R* wiirde 1

sein.

y = 4,0293x + 3,0071
18S rRNA R2=0,9987
35 E=1,77
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Abb. 3-6.1-5:. Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von 18s rRNA
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3.2.15. Kontrolle der RNA durch Gelelektrophorese

Die mittels RNA-Priparation (Trifast"™-Methode) aus Hundeblut gewonnene RNA wurde
elektrophoretisch in Agarosegel (2 %; peqlLab Biotechnologie AG, Erlangen) aufgetrennt.
Die Ergebnisse in Abb. 4-6 zeigen, dass sich bei der extrahierten RNA 28s- und 18s riboso-

male RNA deutlich nachweisen lief3en.

3.2.16. Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

Die quantitative Polymerase Kettenreaktion wird in der Literatur mit verschiedensten Abkiir-
zungen bezeichnet (QPCR, Real Time PCR, RT-PCR) und ist eine Vervielfaltigungsmethode
fiir Nukleinsduren. Diese Vervielfaltigungsmethode beruht auf dem Prinzip der konventionel-
len Polymerase Kettenreaktion (PCR) und bietet zusdtzlich die Mdoglichkeit der
Quantifizierung. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen wahrend
und am Ende eines PCR-Zykluses durchgefiihrt und unterscheidet sich somit von anderen
PCR-Methoden, die erst nach Ablauf der PCR quantitativ ausgewertet werden. Die
Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizie-
rung ermoglicht. Eine gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente ist nicht erforder-

lich, da die Daten sofort verfiigbar sind.

Als Fluoreszenzfarbstoff fand der interkalierende DNA-Farbstoff SYBR® Green (Qiagen,
Hilden) Verwendung, dessen Fluoreszenzeigenschaften sich durch Anlagerung an dop-
pelstrangige DNA verbessern (siche Abb. 3-7). Der Vorteil bei der Verwendung von interka-
lierenden Farbstoffen ist, dass nach abgelaufener PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchge-
fithrt werden kann, anhand derer die Fragmentldnge(n) und dadurch die Spezifitit bestimmt

werden konnen.
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Abb. 3-7: Wirkung eines interkalierenden Farbstoffs am Beispiel von SYBR Green

Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird die Temperatur kontinuierlich von 57° C auf 95° C
erhoht und die DNA aufgeschmolzen. Bei einer fiir das Fragment spezifischen Schmelztem-
peratur wird der Doppelstrang wieder ein einzelstrangiges Molekiil. Dabei wird der Fluores-
zenzfarbstoff freigesetzt, und es wird eine Fluoreszenzabnahme registriert. Da die dop-
pelstringige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen hoheren Schmelzpunkt hat als un-
spezifisch entstehende Primerdimere, ist eine Unterscheidung moglich.

Die in diesem Versuch verwendete ,,Real Time SYBR-Green-PCR* diente zur Quantifizie-
rung von IL-4-, IFN-y—, TGF-B—, B-Aktin- und 18S rRNA-cDNA-Kopien. Wéhrend eines
PCR-Laufs wird die Ausgangsmenge der Zytokin-cDNA in der Gesamt-cDNA der Blutpro-
ben bestimmt. Hierfiir wurde das ABI PRISM™ 7300 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Weiterstadt) eingesetzt.

Fiir jede Probe wurde fiir die Zytoking und das gewihlte Housekeeping-Gen (18S rRNA oder
B-Aktin) jeweils eine Dreifachbestimmung (Triplikate) durchgefiihrt. Um Verunreinigungen
ausschlieBen zu konnen, wurde zusitzlich ein Dreifachansatz mit einer No-Template-

Kontrolle (NTC) anstelle der cDNA-Probe untersucht.

Zunichst wurden die jeweiligen Gesamtanséitze ohne Zugabe der cDNA durch Pipettieren

folgender Komponenten hergestellt:
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1x Ansatz

Vorwiértsprimer (10uM) 4,95 ul
Riickldufiger Primer (10uM) 495 ul
SYBR Green 41,25 pul
Nuklease freies Wasser 28.05 ul
Gesamt 79,2 pul
cDNA*

*cDNA wurde nach Aufteilen in die einzelnen 0,5ml-Eppendorfgefdfie in einer Menge von
3,3 ul hinzugefiigt. In die Kontrollen (NTCs) wurde anstatt cDNA 3,3 ul RNase freies Was-
ser pipettiert.

Das Volumen des Ansatzes errechnet sich nach der zu untersuchenden Probenzahl x 3 (Drei-
fachansatz) + 10 % (Volumenverlust durch mehrere Pipettierschritte).

Im Anschluss wurde die Gesamtmenge entsprechend der Anzahl der Proben als Dreifachan-
sdtze aliquotiert und schlieBlich jeweils die entsprechende cDNA-Probe (3,3ul) bzw. Wasser
(3,3ul) als Kontrolle zugegeben.

Von jedem Dreifachansatz wurden jeweils 25 pl in drei Reaktionsgefia3e einer MicroAmp®
Optical 96-Loch-Reaktionplatte pipettiert und die Platte mit einer optischen Folie verschlos-

sen.

3.2.16.1. Durchfiihrung

Die ,,Real Time SYBR Green“-PCR im 7300 Sequence Detection System fand unter folgen-

den Bedingungen statt:

Die verschiedenen Ansdtze wurden im qPCR-Gerét nach einem priméren Erhitzungsschritt
zur Aktivierung der Polymerase (95° C, 15 Minuten) auf die Primer-spezifische Annealing-
Temperatur (59° C) erhitzt. Die beschriebenen Temperaturen wurden automatisch aufgeheizt
bzw. abgekiihlt und anschlieBend eine Schmelzkurvenanalyse zur Spezifititspriifung des

qPCR Produktes angefertigt.
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Folgende Temperaturzyklen wurden wihrend eines Amplifikationszykluses und anschlieen-

der Dissoziationskurve durchschritten:

1. Aktivierung der DNA-Polymerase: 95° C, 15 min
2.45 Zyklen: Denaturierung: 94° C, 15 sec
Annealing/Extension: 59° C, 30 sec
Quantitative Messung;: 72° C, 30 sec
5. Dissoziationskurve: 95° C, 15 sec
57° C, 15 sec
95° C, 15 sec

3.2.16.2. Auswertung

Wihrend einer qPCR wird eine Hintergrund-, Exponential-, Linear- und Plateauphase durch-
schritten. In der Hintergrundphase einer qPCR ist die cDNA-Menge begrenzt und die Wahr-
scheinlichkeit, dass sich cDNA, Primer und Polymerase treffen, noch relativ gering ausge-
pragt. Ab einem bestimmten Schwellenwert ("Schwellenwert-Zyklus" = Threshold Cycle)
steigt die Fluoreszenz erstmalig signifikant iiber die Hintergrund-Fluoreszenz an. Dieser
Schwellenwert wird als Ci-Wert bezeichnet und ist im Anfangsbereich der Exponentialphase
lokalisiert (siche Abb. 3-8). In der Linearphase steigt die Menge der Produkte derart an, dass
es im spéteren Verlauf zur Hemmung durch eigens synthetisierte Produkte fiihrt. Hierbei
hybridisieren hdufiger Produktfragmente miteinander, die Substrate werden langsam ver-

braucht und Polymerasen werden durch die Temperatur denaturiert (Plateauphase).
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Abb. 3-8: Der C-Wert beschreibt den Zeitpunkt einer Messung, bei welchem die Fluo-
reszenz erstmalig signifikant iiber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt

Mit Hilfe der Ci-Werte konnte eine relative Quantifizierung durchgefiihrt werden. Hierfiir
wurden die Werte der zu untersuchenden Proben auf die Werte einer internen Kontroll-RNA
bezogen, um Unterschiede in der eingesetzten RNA-Menge auszugleichen. Dieses Verfahren
wird als Normalisierung bezeichnet. Da die Gesamtanalyse auf diesem Signal beruht, ist die
Wahl der internen Kontrolle ein wichtiger Aspekt des Versuches.

Nach Normalisierung des Ci-Wertes der Probe wurde dieser Wert (AC;) mit dem AC-Wert
einer unbehandelten Kontrolle verrechnet (AAC;). Der resultierende AAC-Wert einer Probe
gibt somit Auskunft {iber die normalisierte Differenz in der Zyklenzahl zweier Proben beim
Erreichen des Schwellenwertes. Zur Veranschaulichung wurden Ergebnisse auch als ein
,Vielfaches des Expressionslevels’ in der unbehandelten Kontrolle angegeben. Hierfiir wurde
folgende Formel zugrunde gelegt:

n-fache Expression (Probe zu unbehandelte Kontrolle) = Effizienz AACt
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IV. Ergebnisse

4.1.1. Blutentnahme an der Vena jugularis

4.1.1.1. Vorversuch Blutentnahme
4.1.1.1.1. Optimierung der Leukozyten-Gewinnung aus Hundeblut

Zu Versuchsbeginn sah der Versuchsaufbau vor, Proliferations- und Stimulationsversuche
aus Blut ein und desselben Hundes zu bearbeiten. Da selbst bei Volumina von 60 ml Blut nur
bei ca. 50 % der Patienten die erforderliche Menge an PBLs isoliert werden konnte, wurden

die Proliferations- und Stimulationsversuche aus unterschiedlichen Blutproben durchgefiihrt.

4.1.1.1.2. Gewinnung maximaler Leukozytenkonzentrationen in Blutproben

In einem Vorversuch wurden optimale Bedingungen fiir die Blutprobenentnahme ausgetestet.
Die Bedeutung lag in der Gewinnung maximaler Leukozytenkonzentrationen aus den jewei-
ligen Blutproben. Der Leukozytengehalt zweier Blutproben wurde im Vergleich ausgewertet.
Als Probandin diente eine achtjdhrige gesunde Podenco-Mischlings-Hiindin. Die Blutproben
wurden im Abstand von vier Wochen entnommen, die Hiindin war zu beiden Blutabnahme-
terminen von der klinischen Allgemeinuntersuchung unauffillig. Vor der ersten Blutentnah-
me hatte die Hiindin zwei Stunden geschlafen und wurde zur Blutabnahme aufgeweckt. Vor

der zweiten Blutabnahme spielte sie fiir zehn Minuten sehr ausdauernd.

Tab. 4-1: Vergleich Leukozytenkonzentrationen einer achtjihrigen gesunden Podenco-
Mischlings-Hiindin:

Gesunde Hiindin Blutprobenentnahme nach Blutprobenentnahme nach
Ruhephase der Hiindin zehnminiitigem Spielen
Leukozytengehalt 1,8 x 10° Zellen/10 ml 4,34 x 10° Zellen/10 ml

Die Resultate veranschaulichen, dass durch Bewegung Leukozyten vom marginalen Pool in
den zentralen Blutstrom geleitet und hohere Konzentration von Leukozyten in der Blutprobe

erreicht werden konnen. Die Hunde aus der Studie wurden vor der Blutprobenentnahme
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durch Bewegung, Spiel oder Animation in Aufregung gebracht, um somit maximale Kon-

zentrationen von Leukozyten in der Blutprobe zu erreichen.

4.1.2.

Ermittlung der Zellzahl

Nach Isolation der PBLs konnte mit Hilfe einer Berechnung (Anzahl der Zellen:ausgezihlte

Fliche (mm”) x Kammertiefe (mm) x Verdiinnung) die Zellzahl ermittelt werden.

Tab. 4-2: PBL-Gehalt nach Priparation PBLs

Atopiker/Gesunde | Isolierte Zellen ( x 10° Zellen/10ml) Versuch eingesetzte Zellzahl
Al 3,90 Proliferationsversuch |5 x 10° Zellen/ml
A2 2,82 Proliferationsversuch | 5 x 10° Zellen/mi
A3 2,43 Proliferationsversuch | 5 x 10° Zellen/mi
A4 3,95 Proliferationsversuch | 5  10° Zellen/mi
A5 3,97 Proliferationsversuch | 5 X 10° Zellen/mi
A6 4,36 Proliferationsversuch | 5  10° Zellen/mi
A7 7,58 Proliferationsversuch | 5 X 10° Zellen/mi
A8 1,46 Proliferationsversuch |5 X 10° Zellen/mi
A9 2,99 Proliferationsversuch | 5 x 10° Zellen/mi
A10 1,84 Proliferationsversuch |5 X 10° Zellen/ml
All 2,00 Proliferationsversuch | 5  10° Zellen/mi
Al2 2,70 Stimulationsversuch |2 x 10’ Zellen/ml
Al13 2,90 Stimulationsversuch | 2 X 10" Zellen/ml
Al4 2,04 Stimulationsversuch | 2 X 10" Zellen/m|
Al5 3,20 Stimulationsversuch | 2 X 10 Zellen/ml
Al6 5,00 Stimulationsversuch | 2 X 10" Zellen/m|
Al7 4,20 Stimulationsversuch | 2 x 10 Zellen/ml
A18 2,60 Stimulationsversuch | 2 X 10" Zellen/m|
A19 3,00 Stimulationsversuch | 2 x 10" Zellen/ml
A20 3,20 Stimulationsversuch | 2 X 10" Zellen/m|
A21 2,80 Stimulationsversuch | 2 x 10" Zellen/m
N1 1,40 Proliferationsversuch | 5 X 10° Zellen/mi
N2 1,40 Proliferationsversuch |5 X 10° Zellen/mi
N3 6,60 Proliferationsversuch | 5 X 10° Zellen/mi
N4 2,00 Proliferationsversuch |5 X 10° Zellen/ml
N5 3,30 Proliferationsversuch | 5  10° Zellen/mi
N6 4,00 Proliferationsversuch | 5 X 10° Zellen/ml
N7 3,10 Proliferationsversuch | 5  10° Zellen/mi
N8 3,00 Proliferationsversuch | 5 X 10° Zellen/ml
N9 3,11 Proliferationsversuch | 5  10° Zellen/mi
N10 2,00 Proliferationsversuch | 5 X 10° Zellen/ml
N11 2,80 Proliferationsversuch | 5 X 10° Zellen/mi
N12 2,08 Stimulationsversuch | 2 X 10 Zellen/ml
N13 2,59 Stimulationsversuch | 2 X 10 Zellen/m
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Atopiker/Gesunde | Isolierte Zellen ( x 10° Zellen/10ml) Versuch eingesetzte Zellzahl
N14 2,54 Stimulationsversuch | 2 x 10" Zellen/m
N15 2,20 Stimulationsversuch | 2 X 10 Zellen/m
N16 1,56 Stimulationsversuch | 2 X 10" Zellen/m
N17 3,31 Stimulationsversuch | 2 x 10 Zellen/ml
N18 2,86 Stimulationsversuch | 2 X 10" Zellen/m
N19 1,90 Stimulationsversuch | 2 X 10 Zellen/ml
N20 2,54 Stimulationsversuch | 2 X 10" Zellen/m
N21 2,90 Stimulationsversuch | 2 X 10 Zellen/ml

4.1.3. Proliferationsversuch

4.1.3.1. Vorversuche Proliferation
4.1.3.1.1. Resultate der Vorversuche

Bevor in den Hauptversuchen die Proben standardisiert bearbeitet werden konnten, mussten
verschiedene Verarbeitungsschritte etabliert werden. Hierzu musste eine geeignete Positiv-
kontrolle, Fettsduren- und Allergenkonzentration getestet werden (vgl. Kapitel III, 3.2.4.1.1-
3).

Die hochsten Proliferationen konnten mit Con A als Positivkontrolle ermittelt werden. In den
folgenden Versuchen wurde Con A als Positivkontrolle eingesetzt. Die hochste Inhibierung
der Proliferation konnte mit einer Fettsiurenkonzentration von 10° M erzielt werden. In
nachfolgenden Proliferations- und Stimulationsversuchen wurden Fettsduren in dieser Kon-
zentration verwendet. Die deutlichste Inhibierung der Proliferation in Anwesenheit von Al-
lergen (D.farinae) konnte bei einer Konzentration von 50 pl Allergen (40.000 PNU/ml)/ml
Zellsuspension nachgewiesen werden. Aus diesem Grunde wurde in den Hauptversuchen

50 pl Allergen/ml Zellsuspension in den Stimulationsversuchen standardméBig zugegeben.
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4.1.3.2. Resultate Proliferationsversuch

Gesunde Hunde zeigten bei Anwesenheit von Concanavalin A eine graduelle Reduktion der
Proliferationsindices bei einer Inkubation der peripheren Blutleukozyten mit LA, GLA, ALA,
EPA/DHA und GLA/EPA/DHA. Der Proliferationsindex war im Vergleich zur Negativkon-
trolle statistisch signifikant bei ALA, EPA/DHA (P < 0.05) und GLA/EPA/DHA (P < 0.05).
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Abb. 4-1: Inhibierung der PBL-Proliferation gesunder Hunde nach Inkubation mit
Con A und verschiedenen Fettsiduren. Diese Inhibierung war statistisch signifikant zwi-
schen der Negativkontrolle (nur Con A) und der Inkubation mit Con A und ALA, E-
PA/DHA und GLA/EPA/DHA (P < 0.05).

Eine dhnliche Reduktion der PBL-Proliferation konnte bei gesunden Hunden bei Anwesen-
heit von Allergen gesehen werden. Alle Fettsduren mit Ausnahme der LA (P < 0.05) 16sten
eine statistisch signifikante Inhibierung der Proliferation aus (GLA, ALA, EPA/DHA und
GLA/EPA/DHA, P <0.001).
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Abb. 4-2: Inhibierung der PBL-Proliferation gesunder Hunde nach Inkubation mit Al-
lergen (D.farinae) und verschiedenen Fettsiuren. Alle Fettsiiuren mit Ausnahme der LA
(P < 0.05) losten eine statistisch signifikante Inhibierung der Proliferation aus (GLA,
ALA, EPA/DHA und GLA/EPA/DHA, P < 0.001).

Im Vergleich konnte bei allergischen Hunden eine dhnliche Reduktion nur in der Anwesen-
heit von Allergen ausgeldst werden. Diese Reduktion war statistisch signikifant nach einer

Inkubation mit ALA (P < 0.001), EPA/DHA (P < 0.01) und GLA/EPA/DHA (P <0.01).
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Abb. 4-3: Inhibierung der PBL-Proliferation atopischer Hunde nach Inkubation mit
Allergen (D.farinae) und verschiedenen Fettsduren. Diese Reduktion war statistisch
signikifant nach einer Inkubation mit ALA (P < 0.001), EPA/DHA (P < 0.01) und

GLA/EPA/DHA (P< 0.01).

Durch die Zugabe von Concanavalin A zu den verschiedenen Fettsduren konnten bei atopi-

schen Hunden keine statistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.
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Abb. 4-4: Inhibierung der PBL-Proliferation atopischer Hunde nach Inkubation mit
Concanavalin A und verschiedenen Fettsiuren. Die Abbildung verdeutlicht, dass es

keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Proliferation gab
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4.1.4. Kultivierung von Zellen fiir Stimulationsversuch

4.14.1. Vorversuche Stimulation
4.14.1.1. Bestimmung der erforderlichen Zellkonzentration

In diesem Versuch sollte herausgefunden werden, in welcher Konzentration Zellen kultiviert
werden miissen, um bei RNA-Priparationen eine ausreichende Konzentration von
0,4 ng RNA zu erhalten. Es wurden Zellen in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml
(1,5 x 107 Zellen/3ml) in 6-Loch-Platten eingesit und 72 Stunden bei 37° C und 5 % CO,
inkubiert. Zum Vergleich wurden aufgetaute Zellen in einer Konzentration von
8 x 10° Zellen/ml, frisch priparierte Zellen in Konzentrationen von 1 x 10’ Zellen/ml und

2 x 107 Zellen/ml eingesetzt.

Tab. 4-3: Vergleich aufgetaute PBLs/frisch priparierte PBLs zum Zeitpunkt des Einsi-
hens in das Kulturmedium und nach 72 Stunden Inkubation

Probe Ausgangsbedingungen | Eingesetzte PBL- Lebende PBLs nach
Konzentration 72 Stunden Inkuba-
tion 37°C, 5%
COy):
1 aufgetaute PBLs 8 x 10° Zellen/ml 1 x 10° Zellen/ml
2 Frisch préparierte 5 x 10° Zellen/ml 5x 10° Zellen/ml
PBLs
3 Frisch priparierte 1x 10" Zellen/ml 2,1 x 10° Zellen/ml
PBLs
4 Frisch préparierte 2 x 107 Zellen/ml 3,6 x 10° Zellen/ml
PBLs

Nach 72 Stunden Inkubation konnten durchschnittlich nur noch 1/5-1/8 der Zellen in einer

Lebend/Totfarbung mit Trypanblau mikroskopisch als lebend beurteilt werden.

Die photometrische Messung erbrachte folgende RNA-Gehalte (RNA 1:50 mit Aqua bidest.

verdiinnt):
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Tab. 4-4: photometrische Messung RNA-Gehalt im Vergleich aufgetaute PBLs/frisch
préparierte PBLs nach 72 Stunden Inkubation

Probe Photometrische Mes- | Absorptionsspektrum | RNA-Gehalt (pg/pl)
sung RNA (pg/ml) | (Azs0/Azgonm)
1:50 verdiinnt

1 3,8 1,66 0,076

2 0,2 2,4 0,004

3 0,2 1,95 0,004

4 3,5 1,95 0,07

Dieser Vorversuch veranschaulichte, dass PBLs eine Inkubation von 72 Stunden zu einem
groBBen Teil nicht {iberleben. Zusétzlich ist in der Literatur von hohen Zytokinexpressionen
bei einer Inkubationszeit von sechs Stunden beschrieben. Stordeur et al. (2003) injizierten
fiinf Probanden Lipopolysaccharid (LPS), um anschlieBend die mRNA-Menge von IL-16 und
IL-1o im Blut mittels ,,Real Time“-PCR zu bestimmen. Dabei konnte bei den einzelnen Pro-
banden bereits nach 30 Minuten bis sechs Stunden nach Injektion eine bis zu 47fache bzw.
22fache Zunahme der Kopienzahl nachgewiesen werden (Stordeur et al., 2003). In weiteren
Vorversuchen wurde die optimale Stimulationszeit/Inkubationszeit ermittelt (siehe unten) und

in den Hauptversuchen standardméBig durchgefiihrt.

4.1.4.1.2. Inkubation der PBLs iiber 6, 10 und 18 Stunden

Tab. 4-5: Verinderung der Expressionswerte von B-Aktin, IFN-y, IL-4 und TGF-$ nach
6 Stunden-, 10 Stunden- und 18 Stunden Inkubation bei 37° C und 5 % CO;

-AACt n-fache Zunahme der | n-fache Zunahme der | n-fache Zunahme der
Expression nach 6 h | Expression nach 10 h | Expression nach 18 h

B-Aktin 0,8 0,92 2,19

IFN-y 11,95 -1,02 5,9

1L-4 10,95 -0,3 8,48

TGF-B 1,61 -0,39 -0,91

Die Resultate veranschaulichen, dall die Expression der Zytokine bei einer sechsstiindigen
Inkubation die hochsten Werte erzielte. In den Hauptversuchen wurden die PBLs auf Grund

dessen uber sechs Stunden inkubiert.
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4.1.5. Bioanalyzer

In dieser Studie konnten bei allen 100 Proben (20 Patienten mit jeweils 5 Proben) eine
RIN > 7,5 gemessen werden. 90 % der Proben erbrachten eine optimale RIN von 9,0-10,0.
RNA von guter Qualitdt und hoher RNA Integritdtsnummer (RIN von 7,5-10) wurde in an-

schlieBenden Verarbeitungsschritten in eine cDNA umgeschrieben.

4.1.6. Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration der gelosten RNA wurde durch photometrische Messung im BioPhotome-
ter (Fa. Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Dabei erfolgte die Messung bei einer Wellenldnge
von 260 nm gegen ein Losungsmittel (Leerwert fiir RNA). Zur Messung des Leerwertes wur-
den 100 pl Aqua bidest. eingesetzt. Der Quotient der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm
(Az60/Azg0) gibt Aufschluss iiber eine Verunreinigung der Nukleinsdure durch Proteine. Reine

RNA sollte einen Wert von ca. 2,0 zeigen.

4.1.7. OuantiTect® Reverse Transkription

Zur Transkription der RNA in cDNA wurden 0,4 pg mRNA abhéngig von der photometri-
schen RNA-Messung entsprechend ihrer Konzentration mit bis zu 12 pl RNase freiem Was-
ser verdiinnt.

Die optische Dichte (OD) Messung am Photometer ermoglichte eine Berechnung der einzu-

setzenden RNA-Menge. Die errechneten Konzentrationen sind im Anhang 9.6 aufgefiihrt.
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4.1.8. Etablierung der Primer

4.1.8.1. Priifung der Primer mittels PCR und Agarosegelelektrophorese

Um zu tiberpriifen, ob das IL-4-, IFN-y-, TGF-3-, -Aktin- und das 18S-Amplifikat mit den
ausgewdhlten Primern amplifiziert werden konnen, wurden in einer PCR die Annealing-
Temperatur von 59° C gewéhlt und die PCR-Produkte auf Agarosegel elektrophoretisch auf-

getrennt.

Die Ergebnisse zeigten, dass die jeweiligen Amplifikate ohne Dimere/Kontaminationen

nachgewiesen werden konnten (vgl. Abb.4-5).
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Abb. 4-5: Einzelne Banden mit einer Basenpaarlinge von 100-150 bp deuten auf spezifi-
sche Amplifikate von IL-4, IFN-y, und 18S rRNA (Beschriftung von links nach rechts)
hin. Darstellung des 50bp-Markers im linken und rechten Bildbereich. Bei TGF-
B (rechts) ist ein zweites Amplifikat mit einer Linge von 50 Basenpaaren sichtbar
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4.1.9. Kontrolle der RNA durch Gelelektrophorese

Die mittels RNA-Priparation (Trifast"™-Methode) aus Hundeblut gewonnene RNA wurde
elektrophoretisch in Agarosegel (2 %; peqlLab Biotechnologie AG, Erlangen) aufgetrennt.
Die Ergebnisse in Abb. 4-6 zeigen, dass sich bei der extrahierten RNA 28s- und 18s riboso-

male RNA deutlich nachweisen lief3en.

28s-Bande

Abb. 4-6: Agarosegelelektrophorese mit RNA. Die dargestellten Banden sind im Bereich
von 18s und 28s ausgebildet
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4.1.10. Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

4.1.10.1. Statistik

Die statistische Auswertung und graphische Aufbereitung der Daten erfolgte auf einem Per-
sonalcomputer mit den Programmen Microsoft Exel, Version Office XP 2001, Microsoft
Word, Microsoft PowerPoint und PrismGraph, Version Graphpad Prism 4.0 und Instat Soft-
ware, Version 3.06, Graphpad Software, San Diego, USA.

4.1.10.1.1. Dunn’s Test

Der Vergleich von Zytokinexpressionen (vgl. Kapitel IV, 4.1.13.) zwischen Atopikern und
der Kontrollgruppe wurde unter Zuhilfenahme des Friedman Testes kombiniert mit Dunn’s
Mehrfachvergleichsttest durchgefiihrt. Die unterschiedlichen Signifikanzen werden in Tabel-
len in Kapitel IV, Tab. 4-6 — 4-12 aufgefiihrt. Fiir den Vergleich der Zytokinexpressionen
zwischen gesunden und atopischen Hunden wurde der Kruskal Wallis Test mit Dunn’s Post

Test eingesetzt.

4.1.10.2. Ermittlung der Effizienzen von IL-4, IFN-y, TGF-f, B-Aktin und 18S
rRNA

Um die Effizienzen von Primern zu bestimmen, wurde eine Logjo-Verdiinnungsreihe eines
auf einer beliebigen caninen cDNA erzeugten PCR-Produktes erstellt. Die Verdiinnungsstu-
fen 10 bis 10” wurden in einer gPCR-Reaktion mit den jeweiligen Primern und den kom-
merziell zu erwerbenden Reagenzien fiir die Amplifizierung eingesetzt. AnschlieSend erfolg-

te die Auswertung der Ci-Werte. Die Effizienzen sind in Kapitel IV, Tab. 4-6 aufgefiihrt.
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4.1.10.2.1.  Korrelations- und Regressionsanalyse

Bei der Auswertung des Effizienzvergleichs wurde das Quadrat des Pearsonschen Korrelati-
onskoeffizienten R (Bestimmtheitsmass) und die Regressionsgerade zur Darstellung des line-
aren Zusammenhangs der MeBergebnisse berechnet. In den Diagrammen wurden die MeB-

wertpaare (x/y) als Punktwolken und die Regressionsgerade mit der Gleichung

y=mx+b
m = Steigung,

b =y-Achsenabschnitt

abgebildet. Bei einer vollkommenen Ubereinstimmung der MeBwertpaare mit der Regressi-

onsgeraden enspricht R*= 1.



Ergebnisse 76

4.1.10.3. Primer der quantitativen Polymerase Kettenreaktion

Folgende Primer wurden im Rahmen dieser Studie etabliert. Von IL-4, IFN-y, TGF-f,
18S rRNA und B-Aktin wurden die Expressionen standardmifBig in den Hauptversuchen

gemessen.

Tab. 4-6: Auflistung der verwendeten Primer

Spezifisch Oligo-Primer Sequenz Sequenzierung | Basenpaar- | Effizienz | Annealing
fiir Gen | Nummerierung des PCR- linge (bp) Tempera-
Produktes tur
TCGGAACT
987 OAGGE 59° C
ttgggac °
CATGATT g88tigggacgges
cttgnttgcgecgcetg
18S rRNA aggtgaattcttg- 100 1,770
TTTCGCTC
gaccgge
TGGTCCGT
988 59°C
CTTG
GCACT-
CACCAG- atcaTCAA-
1152 CACCTTTG | AatgtTGAA- 59°C
IL-4 TC CATCCTCA- 91
1,907
CAGCGAGA-
CGTTTCTC | AACG
1153 GCTGTGAG 59°C
GATGT
GCTTTGCG | Gaaatagaa-
1156 TGATTTTG | aaCCTAAAG- 59°C
TGTTCTT GAATATTT-
IFN-y TAATGCAAG-
CACCGTCC 113 1,848
TAATCCA-
GATA-
1157 GATGTATCG- 59°C
CATCTG-
GACGGtg
GATTA
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Spezifisch Oligo-Primer Sequenz Sequenzierung | Basenpaar- | Effizienz | Annealing
fiir Gen Nummerierung des PCR- linge (bp) Tempera-
Produktes tur
GTA-
TATGGCCC
1158 59°C
CCGAAGTT oGtgCCGA-
TGF-p CTAG CATCTATG-
3 caATGGGCT-
CCCAGAA- [ TAG. 98 1,876
TAC- TATTCTGGGa
1159 TAAGCC- 59°C
CATTGC
A- CAGGGttgnGA
TACCGCCT | AGGTCC-
1163 59°C
ATTC- GAGCCTTAG-
GACC-
CACTTTCCTG
TCTTACC-
B-Aktin
TTCCAACT | CAATGTTTTC 174 1,820
TCAAGG- CTGCCAGAA-
1164 CAAT- CACCGTGGGT 59°C
TAACC GGTTAATTGC
CTTGAAGTTG
Ga
CCAC- TcaaGanCCT-
GACCCA- caGGCT-
1150 GACAT- GAGgcTGC- 59°C
CAAGA GACGCTGT-
CACC-
IL-10 GATTTCTgCC 126 1,86
Tccaccge | CTGTGAGAA-
TAAGAG-
1162 CTTGCTCTT | CAAGGCGGTG 59°C
ATT GAa
TCTCGAAC
985 CCCAAGT- 500 C
TNF OACAAG s UG L nicht ermit- nicht
o (siehe Kapitel V,
telt ermittelt
CAACC- 5.4) 500 C
986 CATCT-
GACGG-
CACTA
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4.1.11. Allgeemeine Erklirung zur Bestimmung einer relativen IL.-4-cDNA-Menge

Fiir die relative Quantifizierung wurde bei der Auswertung der ,,Real-Time*“-PCR der Reak-
tionsverlauf der zu untersuchenden Gene mit dem der Housekeeping-Gene verglichen. Dabei
wurde das wachsende Fluoreszenzsignal jeder PCR-Reaktion graphisch gegeniiber der Zyk-
lenzahl aufgetragen.
Von jeder cDNA-Probe wurde eine simultane Amplifikation von z. B. IL-4 und eines House-
keeping-Gens (18S rRNA) durchgefiihrt, so dass die erhaltenen C-Werte beider qgPCR Reak-
tionen miteinander verrechnet werden konnten. Dafiir wurde die Differenz der Ci-Werte bei-
der Reaktionen — der sogenannte A Ci-Wert (AC;) — bestimmt.

C; IL-4 - C;18srRNA =AC;

0.6
=
ED Housekeeping-Gen 188 IL-4
N
=
=%}
N
£
g c; -Schwellenwert\-r~\
= Threshold
0.2--------xa----- I BN BN BN BN BN BN BN BN BN B
e

Delta-ct-Wert

crrrrrrrirrrrrrTrrr Pl
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Zyklenzahl

Abb. 4-7: Bestimmung des A Ci-Wertes

Das vorliegende Beispiel in Abb. 4-7 zeigt fiir die Referenzreaktion des Housekeeping Gens
einen Ci-Wert von ca. 13 und fiir die Amplifikation von IL-4 einen Ci-Wert von ca. 24, wor-

aus sich ein AC-Wert von elf ergibt.
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Das Fluoreszenzsignal der Referenzreaktion erreichte bereits nach 13 Zyklen den Schwel-
lenwert, da hier die Menge an Proben-cDNA von 18S rRNA gréBer war als bei der PCR Re-
aktion fiir IL-4, die erst bei 24 Zyklen den Schwellenwert {iberschritt. Dies verdeutlichte, dass
das Referenzgen stirker exprimiert wurde als IL-4.

Unter der Bedingung, dass sich die Amplifikatmenge im exponentiellen Wachstumsbereich
mit jedem Zyklus anndhernd verdoppelte, konnte die IL-4-Menge relativ zur Menge des kon-
stant exprimierten Housekeeping-Gens quantifiziert werden. Der AC-Wert gab die Differenz
der Schwellenwert-Zyklenzahlen der IL-4-Amplifikation und 18S rRNA-Amplifikation an
und verdeutlicht so die Expression von IL-4 relativ zur Expression des Referenz-Gens. Je

kleiner der AC-Wert, desto grof3er ist die Expressionsrate fiir das zu untersuchende Gen.

4.1.11.1.1.  Berechnung der relativen IL-4-cDNA-Menge relativ zu einer internen
Kontrolle

Um die relative IL-4-Menge verschiedener cDNA-Proben (z.B.: 1, 2,...) in Bezug zum Ba-
siswert (0) zu berechnen, wurde die vergleichende AAC-Methode angewendet. Dabei wurde
die relative IL-4-cDNA-Menge (2*“") aus den mittleren C,-Werten der jeweiligen Dreifach-
ansdtze flir IL-4 und 18S rRNA nach folgenden Formeln ermittelt:

1. Ct IL-4(1) - Ct 18 S(()) = A Ct(a)

1I. A Ct (a) - A Ct (b) = AA Ct

Der AAC-Wert gibt die Differenz der Schwellenwert-Zyklenzahlen einer IL-4-Amplifikation
und 18S rRNA-Amplifikation relativ zum Basiswert an. Die relative 1L-4-cDNA-Menge

wurde nach folgender Formel ermittelt:

n-fache Expression (Probe zu unbehandelte Kontrolle) = Effizienz AACt
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4.1.11.2. Vergleich der Effizienzen der Zielgene und Referenzreaktionen

Bei der relativen Quantifizierung wird die Zielsequenzreaktion (IL-4, IFN-y, TGF-§3) mit der
Referenzreaktion (18S rRNA) verrechnet. Dies wird durchgefiihrt, um eine Sicherstellung
einer jeweils identischen Probenmenge cDNA zu gewihrleisten. Fiir die Anwendung der
AACt-Berechnung (vgl. Kapitel IV, 4.1.11.1.1.) muss die Effizienz der IL-4-, IFN-y-, TGF-3-
Reaktion und der 18S rRNA-Reaktion nahezu gleich sein.

4.1.12. Resultate der Zvytokin-Expressionen

4.1.12.1. Interferon-y Expression

Aus der Gruppe der Tyl-Zellen wurde die Expression von IFN-y bestimmt. Innerhalb der
Atopiker- und der Kontrollgruppe wurden die Expressionsintervalle jeweils auf die Kontrolle

und auf das Allergen normalisiert.

IFN Expression
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Abb. 4-8: PBLs von Atopikern wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen und
LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression von
IFN-y gemessen



Ergebnisse 81

Signifikante Anderungen der Expression konnten bei folgenden Proben ermittelt werden:

Tab. 4-7: Anderungen der Expression von IFN-y bei Hunden mit atopischer Dermatitis
nach Stimulation mit Allergen und verschiedenen Fettsiuren. Normalisiert wurde auf
die Kontrolle und auf das Allergen. P = 0.0002, post Test

Normalisierung auf Vergleich Signifikanz
Kontrolle Kontrolle Allergen P <0.05
Kontrolle Kontrolle LA P <0.01
Kontrolle Kontrolle EPA/DHA P <0.001
Kontrolle Kontrolle GLA/EPA/DHA P <0.05
Allergen Kontrolle Allergen P <0.05
Allergen Kontrolle LA P <0.01
Allergen Kontrolle EPA/DHA P <0.001
Allergen Kontrolle GLA/EPA/DHA P <0.05

Bei Hunden mit atopischer Dermatitis konnte eine signifikante Zunahme der Expression von
IFN-y beobachtet werden. Die deutlichste Zunahme konnte bei der Stimulation der PBLs mit
Allergen und GLA/EPA/DHA gemessen werden.

Die Gruppe der Atopiker hatte zusétzlich die grofite Standardabweichung. Die hochste statis-
tische Signifikanz mit P < 0.001 wurde bei der Stimulation mit EPA/DHA gemessen.
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Abb. 4-10: PBLs der Kontrollgruppe wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Aller-
gen und LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expressi-

on von IFN-y gemessen

Auch bei gesunden Hunden konnten durch die Zugabe von Allergen statistisch signifikante

Verianderungen der IFN-y—Expression nachgewiesen werden (sieche unten).

Tab. 4-8: Anderungen der Expression von IFN-y von gesunden Hunden nach Stimulati-
on mit Allergen und verschiedenen Fettsduren. Normalisiert wurde auf die Kontrolle (P

=0.0001) und das Allergen (P = 0.0025), post Test

Normalisierung auf Vergleich Signifikanz
Kontrolle Kontrolle Allergen P<0.01
Kontrolle Kontrolle LA P <0.001
Kontrolle Kontrolle EPA/DHA P <0.05
Kontrolle Kontrolle GLA/EPA/DHA P <0.05
Allergen Kontrolle LA P <0.001
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4.1.12.2. IL-4 Expression

Aus der Gruppe der Ty2-Zellen wurde die Expression von IL-4 bestimmt.
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Abb. 4-10: PBLs von Atopikern wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen
und LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression

von IL-4 gemessen

Tab. 4-9: Anderungen der Expression von IL-4 bei Hunden mit atopischer Dermatitis
nach Stimulation mit Allergen und verschiedenen Fettsiuren. Normalisiert wurde auf

die Kontrolle (P = 0.0001) und das Allergen (P = 0.0025), post Test

Normalisierung auf Vergleich Signifikanz
Kontrolle Kontrolle EPA/DHA P <0.05
Kontrolle Kontrolle GLA/EPA/DHA P <0.01
Allergen Kontrolle EPA/DHA P <0.05
Allergen Kontrolle GLA/EPA/DHA P <0.01

Eine Normalisierung auf das Allergen und auf die Kontrolle erbrachte identische Ergebnisse.

Die graphische Darstellung der Normalisierung auf das Allergen entspricht der graphischen

Darstellung auf die Normalisierung auf die Kontrolle und wurde aus diesem Grunde nicht

dargestellt.
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Abb. 4-11: PBLs der Kontrollgruppe wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Aller-
gen und LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expressi-
on von IL-4 gemessen

Tab. 4-10: Anderungen der Expression von IL-4 bei gesunden Hunden nach Stimulati-
on mit Allergen und verschiedenen Fettsiuren. Normalisiert wurde auf die Kontrolle (P
=0.0001) und das Allergen (P = 0.0025), post Test

Normalisierung auf Vergleich Signifikanz
Kontrolle Kontrolle Allergen P <0.01
Kontrolle Kontrolle LA P <0.001
Kontrolle Kontrolle GLA/EPA/DHA P <0.05
Allergen Kontrolle Allergen P <0.05
Allergen Kontrolle LA P<0.01
Allergen Kontrolle GLA/EPA/DHA P <0.01
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Bei Hunden mit atopischer Dermatitis konnte eine Zunahme der IL-4 Expression gemessen
werden, diese Zunahme war am deutlichsten bei der Zugabe von Allergen und
GLA/DHA/EPA zu sehen. Die Minimum-Values haben allerdings ebenfalls bei allen Patien-
ten zugenommen. Dies verdeutlicht, dass es bei allen Patienten zu dieser Zunahme kam.

Bei gesunden Hunden war die Zunahme der Expression noch deutlicher, allerdings war kein

signifikanter Unterschied zwischen gesunden und atopischen Hunden zu sehen.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass durch die Stimulation mit Allergen die
Expression von IL-4 zunahm, essentielle Fettsduren diese Zunahme aber nicht inhibieren

konnten.
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4.1.12.3. TGF-B Expression

TGF-B wurde zur Expressionsbestimmung aus der Gruppe der regulatorischen T-Zellen un-

tersucht.

TGF Expression
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Abb. 4-12: PBLs von Atopikern wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen
und LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression
von TGF-f3 gemessen

Folgende Ergebnisse erbrachte die statische Auswertung der TGF-B-Expressionen von Hun-

den mit atopischer Dermatitis:

Tab. 4-11: Bei der Berechnung wurde der Friedman Test mit Dunn’s Mehrfach-
Vergleichstest, P = 0.3745 eingesetzt:

Normalisierung auf Signifikanz

Kontrolle Nicht signifikant

Allergen Nicht signifikant
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Abb. 4-13: PBLs von gesunden Hunden wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Al-
lergen und LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Ex-
pression von TGF-3 gemessen

Bei der statischen Auswertung der Ergebnisse der gesunden Hunde konnten folgende Ergeb-

nisse erbracht werden:

Tab. 4-12: Darstellung der Expressionen von TGF-3 von gesunden Hunden, P = 0.0022:

Normalisierung auf Vergleich Signifikanz
Kontrolle Kontrolle/Allergen alle Fettsduren Nicht signifikant
Allergen Kontrolle EPA/DHA P <0.001

Durch die Supplementierung von EPA/DHA konnte die Expression von TGF-3 bei gesunden
Hunden signifikant gesenkt werden (P < 0.001).
Die anderen essentiellen Fettsduren (LA, GLA/EPA/DHA) hatten weder bei gesunden noch

bei atopischen Hunden einen signifikanten Einfluss auf die Expression von TGF-f3.
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4.1.13. Vergleich der Zytokinexpressionen zwischen gesunden und atopischen Hunden

Der Vergleich wurde mit einem Kruskal Wallis Test kombiniert mit einem Dunn’s Post Test

durchgefiihrt. Folgende Ergebnisse konnten evaluiert werden:

Tab. 4-13: Zytokinexpressionen im Vergleich zwischen Hunden mit atopischer Dermati-
tis und gesunden Hunden, Dunn’s Post Test:

Zytokin Normalisierung auf | P-Werte Signifikanz

IL-4 Kontrolle P> 0.05 Keine Signifikanz
IL-4 Allergen P>0.05 Keine Signifikanz
IFN-y Kontrolle P>0.05 Keine Signifikanz
IFN-y Allergen P>0.05 Keine Signifikanz
TGF-B Kontrolle P>0.05 Keine Signifikanz
TGF-B Allergen P>0.05 Keine Signifikanz

Essentielle Fettsduren und Allergen (D.farinae) konnen die Zytokinexpression nicht wesent-
lich verdndern, es konnte keine statistische Signifikanz zwischen den Zytokinexpressionen
der einzelnen Zytokine im Vergleich zwischen gesunden und atopischen Hunden nachgewie-
sen werden. Die Exprimierung von Zytokinen bei T-Zellen atopischer genauso wie gesunder
Hunde sind durch eine Inkubation mit essentiellen Fettsduren in der Regel nicht zu beeinflus-
sen. In den Proliferationsversuchen konnten im Vergleich zu diesen Versuchen ein signifikant
niedriger Proliferationsindex durch die Inkubation mit Fettsduren und Allergen erreicht wer-

den.
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\% Diskussion
5.1. Einfluss der Fettsiuren auf die Proliferation von peripheren Blutleukozyten

In dieser Studie konnte durch eine Inkubation von PBLs mit verschiedenen Fettsduren und D.
farinae eine signifikante Senkung der Proliferationsindices nachgewiesen werden.

Klinische Studien zeigten, dass essentielle Fettsduren eine Alternative zur Glukokortikoidthe-
rapie in der Behandlung der caninen atopischen Dermatitis darstellen (Bond, 1992, Logas,
1994). Als verantwortliche Mechanismen fiir eine Besserung der klinischen Symptomatik
wurden anfangs Verdnderungen in der Eicosanoid-Produktion oder eine gesteigerte epider-
male Barrierefunktion vermutet. In der Humanmedizin sind in den letzten Jahren allerdings
auch zunehmend Berichte iiber die Beeinflussung des zelluldren Immunsystems durch Fett-
sduren erschienen (Calder, 2001b, Caughey et al., 1996, Homey et al., 2006, Miles et al.,
2004). Ob eine Leukozytenproliferation gehemmt und resultierend daraus Zytokine als Fol-

gemetaboliten verringert synthetisiert werden, sollte in dieser Studie erforscht werden.

5.2. Einfluss auf die Immunantwort

In der Humanmedizin gewinnt der Einfluss der mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFA)
auf die Immunantwort zunehmend an Beachtung. PUFA kénnen das Immunsystem durch den
Einfluss auf Second Messenger, Regulatoren der Signaltransduktion oder Transkriptionsfak-
toren beeinflussen (Hwang, 2000). Es wurde von einer Inhibierung der T-Zellproliferation
(Fan et al., 2004), IL-2 Produktion (Fan et al., 2004) und Modulation der Membranstruktur
von T-Zellen (Richieri und Kleinfeld, 1990) berichtet. Zusatzlich wurde durch PUFA-
Supplementierung der IL-2-Rezeptor Signalweg (Li et al., 2005), die MHC II Expression und
Antigenprésentation gemindert (Hughes et al., 1996).

NF-«kB ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der die Transkription von Genen vieler Zytoki-
ne inklusive IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a und TNF-f reguliert (Krakauer, 2004). Fischol
oder aufgereinigte DHA reduzieren eine NF-xB Aktivitit, senken die IL-2 Sekretion und die
T-Zellaktivitdt beim Menschen auf ein normales Niveau (Fan et al., 2004). Die Resultate un-
serer Studie zeigen beim Hund ebenfalls einen Einfluss der PUFA auf die PBL-Proliferation.
Dies konnte die entziindungshemmenden und somit juckreizmindernden klinischen Effekte

einer Fettsduren-Supplementierung erklaren.
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Das Sinken der PBL-Proliferationsindices nach einer Inkubation mit verschiedenen PUFA
und D. farinae war bei allen gesunden Hunden der Kontrollgruppe signifikant, mit Ausnahme
der Inkubation mit LA. In der Gruppe der atopischen Hunde waren alle Inkubationen mit
PUFA statistisch signifikant erniedrigt, mit Ausnahme von LA und GLA. In den Ergebnissen
der vorliegenden Studie hatte EPA/DHA eine bessere Wirkung als LA. Auch in der Literatur
ist beschrieben, dass Omega-3-Fettsduren die Gesundheit bei Mensch und Hund positiv be-
einflussen (Calder, 2006, Endres et al., 1989, Logas, 1994, Scott et al., 1997), wihrend Ome-
ga-6-Fettsduren etwas weniger unterstiitzende Auswirkungen haben. In vielen Studien konn-
ten bei einer Kombination von Omega-3-Fettsduren mit Omega-6-Fettsduren positive Resul-
tate festgestellt werden. Die positiven Effekte werden mit dem Einbau in die Zellmembranen
erklért, auf Grund dessen die Produktion an proinflammatorischen Eicosanoiden und Zytoki-
nen sinkt (Stubbs und Smith, 1984). Bei Méusen wurde durch eine gesteigerte Omega-3-
Fettsduren-Supplementierung einer Omega-3/Omega-6-Fettsduren Didt eine verringerte An-
falligkeit fiir anaphylaktoide Reaktionen gesehen (Watanabe et al., 1994). Ratten reduzieren
thre Thrombozytenbildung nach der Senkung einer Fettsdurenkomponente (Perilladl). Eine
mogliche Erkldrung hierfiir ist die Senkung der Leukotrienaktivitit. Alle Produkte der 5-
Lipooxygenase unterstiitzen die Thrombozytenbildung (Horii et al., 1991).
Antiinflammatorische Wirkungen wurde GLA in verschiedenen Studien zugeschrieben, hier
wurde ein Senken der T-Lymphozytenproliferation nachgewiesen (Rossetti et al., 1997).
Mueller und Fieseler (2004) konnten eine hohe Wirkung von EPA und DHA (141mg/kg
KGW/Tag mit einer 50 %igen klinischen Verbesserung) im Vergleich zu ALA (327mg/kg
KGW/Tag mit einer 28 %igen klinischen Verbesserung) nachweisen. Eine mdgliche Erkla-
rung ist, dass eine Konversion von ALA zu EPA eventuell limitiert ist.

In der vorliegenden Studie konnten mit Con A und LA, ALA, GLA, EPA/DHA und
GLA/EPA/DHA inkubierte PBLs atopischer Hunde in ihrer Proliferation nicht gesenkt wer-
den. Eine mogliche Begriindung fiir dieses Phédnomen ist die bereits bestehende Aktivierung
der T-Zellen auf Grund der atopischen Dermatitis. Die Kombination von erhohter T-
Zellaktivitdt und zusédtzlicher starker Stimulation durch Con A konnte die supprimierende
Wirkung der Fettsduren kompensieren.

In dieser Studie wurden PBLs in vitro mit essentiellen Fettsduren in einer Konzentration von
10° M stimuliert. Diese Konzentration erzielte in Vorversuchen die hochsten Proliferation-
hemmungen im Vergleich zu anderen Konzentrationen. Ob diese Konzentration in vivo die
gleichen Effekte auslosen kann, sollte in weiterfithrenden klinischen Studien ausgetestet wer-

den. Auf Grund der unterschiedlichen selektiven Akkumulation in Membranen ist es schwie-
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rig, Konzentrationen in vivo mit Konzentrationen in vitro in Vergleich zu setzen (Stubbs und
Smith, 1984). Auf der Grundlage von Versuchen zur Evaluierung von PUFA-
Konzentrationen im Serum (Mueller et al., 2005b) wurden in der vorliegenden in vitro-Studie
vergleichbare Konzentrationen verwendet. Mueller et al. (2005) untersuchten die PUFA-
Konzentrationen atopischer Hunde im Serum und in der Haut, nachdem ihnen Omega-3-
Fettsduren supplementiert wurden (Mueller et al., 2005b). Weder die PUFA-Konzentration
im Serum und der Haut noch ein Sinken in der Produktion der entziindlichen Eicosanoide
waren mit der klinischen Symptomatik oder den Behandlungserfolgen in Korrelation. Die
Autoren vermuten, dass die Wirksamkeit von mehreren Faktoren als der Dosis und dem O-
mega-3/Omega-6-Verhiltnisses abhédngt. Bisher nicht identifizierte idiosynsakrische Faktoren
konnten fiir individuelles Ansprechen der einzelnen Patienten verantwortlich sein (Mueller et
al., 2005b). Moglicherweise ist die Konzentration der Fettsduren in den Membranen der an
der Immunantwort beteiligten Zellen wichtiger als die durchschnittliche Serum- oder Haut-
konzentration. In einer Studie von Fuhrmann et al. (2006) wurden Verdnderungen von
Membranstrukturen an Erythrozyten und Zellen des Plasmas bei atopischen Hunden und ge-
sunden Hunden untersucht. Jeder atopische Patient wurde mit einem gesunden Hund vergli-
chen, der im selben Haus wohnte und identisches Futter erhielt. In der Membranstruktur der
Erythrozyten konnten statistisch signifikante Unterschiede nachgewiesen werden. Begriindet
wurde diese Feststellung mit der Reduktion der Delta-6-Desaturase-und Delta-5-Desaturase-
Folgemetaboliten bei Hunden mit atopischer Dermatitis (Fuhrmann et al., 2006).

Essentielle Fettsduren werden in der Dermatologie sehr hdufig in einem Verhiltnis Omega-
6:0Omega-3 von 5:1 eingesetzt. Diese Empfehlung basiert auf einer Studie, in welcher die
hochste Inhibierung von LTB4 von einer Didt mit einem Gehalt an Omega-6:0mega-3 von
5:1 ausgetestet wurde. Vaugh et al. (1994) beschreiben die Effekte eciner didtetischen
Supplementierung mit einer gesteigerten Ration von Omega-6- und Omega-3-Fettsduren in
Zusammenhang mit einer verdnderten Leukotrien B Synthese in der Haut von Hunden. Hun-
den, welchen eine Didt im Verhéltnis 5:1 und 10:1 gefiittert wurde, synthetisierten 30 - 33 %
weniger LTB4 (p <0.05) und 370 - 500 % mehr LTBs nach sechs und zwolf Wochen Fettsédu-
ren-Supplementierung. Verschiedene andere Rationen (25:1, 50:1 und 100:1) ergaben keinen
signifikanten Unterschied in der Synthese von LTB, in neutrophilen Granulozyten (Vaughn,
1994). Andere Rationen, wie beispielsweise Verhéltnisse von 1:1 oder 1:2, wurden von ver-
schiedenen Autoren beschrieben. Byrne et al. (2000) zeigten in einer Studie, dass es zu einer
signifikanten Senkung von LTB,4 durch eine hohe Konzentration von Omega-3-Fettsduren (n-

6:n-3 Ration von 0,7) fithren kann (43 % weniger LTB,). In dieser Studie wurden alternativ
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ebenfalls niedrige Dosen von Omega-3-Fettsduren und hohe Dosen von Omega-6-Fettsduren
(n-6:n-3 Ration von 45:1) den Tieren zugefiihrt. Hier konnte kein signifikanter Unterschied
gesehen werden (Bryne, 2000).

Eine achtwochige Studie von Nesbitt et al. (2003), in der essentielle Fettsduren EPA und
DHA in verschiedenen Verhéltnissen (Omega-6- zu Omega-3-Fettsduren 1:1, 3:1, 6:1, 27:1)
bei Hunden mit Juckreiz verglichen wurden, zeigte in allen vier Gruppen eine signifikante
Verbesserung des klinischen Punktewertes (Nesbitt et al., 2003). Die Diit mit einem hohen
Fettsdureanteil und dem niedrigsten Omega-6 zu Omega-3 Verhéltnis (1:1) bewirkte eine
deutlich erniedrigte Serumkonzentration von entziindungsforderndem PGE,. AuBlerdem zeig-
te diese Studie, dass Hunde, die Didten mit einem erhohten Omega-3-Fettsdureanteil zu fres-
sen bekamen, auch erhohte Omega-3-Fettsduren im Plasma aufwiesen. Weder die Dosis der
Omega-3-Fettsduren, noch das Verhiltnis von Omega-6- zu Omega-3-Fettsduren schienen
alleine verantwortlich fiir die Verdnderungen zu sein.

Eine Studie von Abba et al. (2005) verglich die Wirkung von essentiellen Fettsduren (Ome-
ga-6:0mega-3-Verhiltnis von 5,5:1) auf zwei Hundegruppen in unterschiedlichen Stadien der
atopischen Dermatitis. In einer Gruppe waren Hunde im Frithstadium der AD (bislang noch
keine Behandlung), die andere Gruppe bestand aus Hunden im Spitstadium der AD (chroni-
sche AD, kein Ansprechen auf Immuntherapie). Beide Gruppen erhielten iiber acht Wochen
eine standardisierte Didt und eine tagliche Fettsduren-Supplementierung. Der Juckreiz besser-
te sich bei 53 % der Hunde im Friihstadium und bei 14 % der Hunde im chronischen Stadium
der AD. Auflerdem konnte eine deutliche Verringerung der Arachidonséure im Serum der
Hunde der ersten Gruppe, und eine Erhéhung der y-Linolensédure der Hunde der zweiten
Gruppe festgestellt werden. Diese Verdanderungen konnten, laut den Autoren, einen Hinweis
auf den unterschiedlichen Fettsduren-Metabolismus bei den Patienten mit verschiedenen
Schweregraden der AD geben und dies konnte somit einen Einfluss auf die klinischen Er-
scheinungen haben (Abba et al., 2005).

Immunmodulatorische Eigenschaften konnten ebenfalls in einer Studie nachgewiesen wer-
den, in der es durch eine mit Omega-3-Fettsduren angereicherten Diét zu einer verminderten
Produktion an Serum IgE und einer gesteigerten Synthese von IgG und IgA in Ratten kam
(Gu et al., 1995).

In einer doppelt verblindeten Studie wurde ein Vergleich von Olivendl mit einer Kombinati-
on von Nachtkerzendl und Fischol ausgetestet. Olivenol enthélt keine Omega-6-Fettsduren

und nur minimal Omega-3-Fettsduren. Es zeigte nur einen geringen Effekt als Therapeutikum
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bei atopischen Hunden (Bond und Lloyd, 1992). In einer Studie von Harvey et al. wurde bei
einer Verabreichung von Nachtkerzenol und Fischol eine klinische Verbesserung beobachtet
(Harvey, 1993). Diese Resultate bestitigen die Ergebnisse der vorliegenden in vitro Studie, in
welcher die hochste Senkung der Proliferationsindices bei einer Kombination von Omega-
6/0Omega-3-Fettsduren ausgelost wurde und somit durch eine Senkung der Entziindungszellen
auch eine klinische Verbesserung erklart werden kann.

Resultierend aus verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass beim Einzelpatienten ver-
schiedene Fettsduren ausprobiert werden sollten, da manche Fettsduren bei bestimmten Hun-
den klinische Verdnderungen bewirken, bei anderen wiederum nicht (Scott et al., 1992).
Niedrigere Einnahmen von ALA (2-9,5 g/Tag) scheinen Entziindungen und Immunantwort
beim Menschen nur wenig zu reduzieren (Healy et al., 2000, Kew et al., 2003, Thies et al.,
2001a, Thies et al., 2001b, Thies et al., 2001c, Wallace et al., 2003). Ein Grund fiir die gerin-
gen Auswirkungen von ALA konnte die Konversion in eine lingere Fettsdure wie EPA oder
DHA sein, welche beim Menschen limitiert ist (Burdge et al., 2002, Burdge und Wootton,
2002). Dies konnte aufgrund einer geringen Delta-6-Desaturase Aktivitdt (Huang et al., 1990,
Yamazaki et al., 1992) und/oder auf Grund des inhibitorischen Effekts einer hohen Einnahme
der Omega-6-Fettsdure LA auf die ALA-Konversion der Fall sein (Miles et al., 2004). In der
Humanmedizin wurde nachgewiesen, dass bei Kindern mit atopischer Dermatitis im Gegen-
satz zu gesunden Kindern hohere Konzentrationen an Linolensdure und niedrigere Mengen
an Metaboliten der Linolensdure vorkamen (Camp, 1982, Lindskov und Holmer, 1992, Mor-
se et al., 1989). Zu Grunde liegend konnte ebenfalls ein Defekt der Delta-6-Desaturase nach-
gewiesen werden. Diese Kinder wurden mit Nachtkerzenol, ein stark mit y-Linolensdure an-
gereichertes Ol, mit gutem Effekt gegen Juckreiz behandelt (Schalin-Karrila et al., 1987).
Welche Rolle ein Mangel an Delta-6-Desaturase in der Pathogenese der AD spielt, ist in der
Tiermedizin noch nicht eindeutig geklért. Saevik et al. (2002) untersuchten in einer Studie
Hunde mit atopischer Dermatitis im Zusammenhang mit einem eventuellen pathologischen
Fettmetabolismus und einer reduzierten Desaturaseaktivitdt. Bei Hunden mit atopischer Der-
matitis, sowie bei gesunden Hunden wurden Fettsdurespiegel im Serum verglichen. Es konn-
ten keine Unterschiede gesehen werden (Saevik et al., 2002). Weiterfiihrende Untersuchun-
gen zur Bestimmung von einem evenuellen lokalen Desaturase-Mangel in der Haut wiren
von Bedeutung.

In der vorliegenden Studie wurden in jedem Versuchsansatz die gleichen Konzentrationen
von verschiedenen essentiellen Fettsduren ausgewihlt und GLA/EPA/DHA im Verhiltnis

Omega-3:0Omega-6-Fettsduren von 2:1 eingesetzt. Dies fiihrte zur hochsten Suppression der
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PBL-Proliferation bei atopischen Hunden nach einer Inkubation mit Allergen. Dieses Ver-
suchsergebnis stimmt mit Angaben aus der Literatur in Bezug auf das Fettsduren-
Konzentrationsverhéltnis iiberein (Bryne, 2000). Eine Kombination von Omega-3/Omega-6-
Fettsduren in einem niedrigen Konzentrationsverhiltnis (2:1) erzielt die hochste Inhibierung
der PBL-Proliferation und daraus resultierend die effektivsten klinischen Juckreizreduzierun-
gen. Zusammenfassend lésst sich dies hochstwahrscheinlich mit einer verringerten Prolifera-
tion von peripheren Blutleukozyten und bestimmten Folgemetaboliten begriinden. Daraus
resultiert eine geringere kutane Entziindungsreaktion. Leukotriene scheinen in der Pathogene-
se der caninen atopischen Dermatitis keine wesentliche Rolle zu spielen. Durch den Einbau
von EPA und DHA in die Zellmembran kommt es zusétzlich zur gesteigerten epidermalen

Barrierefunktion.

5.3. Untersuchung von Zytokinen

In der Human- und der Veterindrmedizin wurden in den letzten Jahren bereits viele Zytokine
in Organgeweben und Korperfliissigkeiten untersucht. Die Griinde fiir dieses Interesse liegen
in der Beteiligung von Zytokinen an vielen pathophysiologischen Prozessen, und dem schnel-
len und bedeutenden Anstieg der Zytokinkonzentrationen bei verschiedenen Infektionskrank-
heiten (Bienvenu et al., 1998). Wahrend der Nachweis von Zytokinen des Menschen und der
Maus durch etablierte Systeme keine Schwierigkeit mehr darstellt, sind der Untersuchung
von Zytokinen in der Veterindrimmunologie Grenzen gesetzt (Jungi, 1999). Auf Grund der
speziesspezifischen Besonderheiten der Zytokinfunktionen lassen sich Untersuchungsergeb-
nisse an Mausen nicht unbedenklich auf Haustierspezies iibertragen (Jungi, 1999). Durch die
Entwicklung einer Vielzahl von Techniken und Reagenzien und auf Grund der konservierten
Natur genetischer Information ist es jedoch mdglich, auf zelluldrer und molekularer Ebene
viele Zytokine verschiedener Spezies zu untersuchen. So wurde beispielsweise unter Zuhilfe-
nahme Ttbereinstimmender Nukleinsduresequenzen von Mensch und Maus Oligonukleo-
tidprimer fiir die Bestimmung von feliner Zytokin-mRNA durch RT-PCR (Real-Time-
Polymerasekettenreaktion) hergestellt (Rottman et al., 1996). Diese Technik, mit der geringe
Mengen zirkulierender mRNA entdeckt werden konnen, nutzten Wissenschaftler zur Unter-
suchung von Zytokinen bei Hunden (Aihara et al., 2001, Chamizo et al., 2001, Grone et al.,
1998), Katzen (Kipar, 2001, Leutenegger, 1999), Schafen (Anderson et al., 2001) und Rin-
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dern (Collins et al., 1999, Leutenegger et al., 2000, Waldvogel et al., 2000). In verschiedens-
ten Bereichen werden mittlerweile bei Hunden Zytokinbestimmungen durchgefiihrt:

- Bei allergischen Erkrankungen wie der atopischen Dermatitis (Hayashiya et al., 2002, Nut-
tall et al., 2002a, Olivry et al., 1999)

- Bei bakteriellen und viralen Erkrankungen wie Borreliose (Straubinger et al., 1998), Staupe
(Grone et al., 2000, Grone et al., 2002, Grone et al., 1998, Markus et al., 2002) und der
caninen Parvovirose (Leopold-Temmler, 2002). Bei Untersuchungen an natiirlich und expe-
rimentell mit Parvovirus infizierten Hunden reduzierte die Applikation des Interferon-y die
Mortalitédtsrate und milderte die klinische Symptomatik der parvoviralen Enteritis (de Mari et
al., 2003, Ishiwata et al., 1998, Martin et al., 2002)

- Bei parasitiren Infektionen wie Leishmaniose (Chamizo et al., 2001, Pinelli et al., 1999a,
Pinelli et al., 1999b, Quinnell et al., 2001a, Quinnell et al., 2001b) und Demodikose (Tani et
al., 2002).

Weitere Schwerpunkte der Erforschung caniner Zytokine bilden Tumorerkrankungen
(Helfand et al., 1999, Okano et al., 1997, Okano und Yamada, 2000, Whitley et al., 1995) und
Transplantationsmodelle (Fuller et al., 1994, Serrick et al., 1995). Da einige Erkrankungen
(z.B. Leishmaniose) sowohl bei Hunden als auch bei Menschen vorkommen, fiihren veteri-
nirmedizinische klinische Studien auf diesen Gebieten auch zu Erkenntnissen iiber neue Be-

handlungsmethoden in der Humanmedizin (Chamizo et al., 2001).

54. Einfluss der essentiellen Fettsiauren auf die Zytokin-Expression

Im zweiten Teil dieser Studie wurde der Einfluss von PUFA auf die Expression von IL-4,
IFN-y und TGF-B untersucht. Langerhanszellen, welche IgE iiber ihren hochaffinen IgE-
Rezeptor FceRI binden, sind bei Hunden mit atopischer Dermatitis vorhanden (Olivry et al.,
1996). Es wird vermutet, dass sie Ty2 Zellen aktivieren (Nuttall et al., 2002a). T2 Zytokine
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-13) werden durch Ty2 Zellen synthetisiert und induzieren einen Isoty-
penwandel in B-Zellen, welche wiederum IgE produzieren. Diese Zytokine stimulieren
Makrophagen und eosinophile Granulozyten zur Produktion von Mediatoren wie IL-12. Die-
se Reaktion aktiviert Tyl Zellen zur Synthese von Tyl Zytokinen. Die Anwesenheit von Tyl
Zytokinen wie IFN-y ist charakteristisch fiir chronische Hautldsionen (Werfel et al., 1996).
Die Prisenz von Ty2 Zytokinen (IL-4) ist dahingegen typisch fiir akute Lasionen (Sinke et

al., 2002). IFN-y unterstiitzt die zellmediierte Immunitét. Die Anwesenheit von [FN-y produ-
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zierenden T-Zellen korreliert mit der Chronizitdt von Hautldsionen bei AD (Al-Shami et al.,
2005, Grewe et al., 1994, Sinke et al., 2002, Ying et al., 2005).

In vielen Studien konnten bisher verdnderte Zytokin-Expressionen bei Hunden mit atopischer
Dermatitis nachgewiesen werden. Nuttall et al. (2002) fanden heraus, dass eine canine atopi-
sche Dermatitis mit einer Uberproduktion von IL-4 und einer erniedrigten Produktion von
TGF-B (p < 0,05) in Zusammenhang steht (Nuttall et al., 2002b). Eine erhohte Konzentration
von IFN-y, TNF-o und IL-2 konnte bei Hunden mit auftretenden Hautldsionen im Vergleich
mit Hunden ohne Hautldsionen und gesunden Hunden (p < 0,05) gesehen werden. Es gab
keine signifikanten Unterschiede in der Transkription von IL-10, IL-6 und IL-12 (Nuttall et
al., 2002b).

Hayashiya et al. (2002) und Tani et al. (2002) zeigten mittels semi-quantitativer RT-PCR und
anschlieBender Densitometrie, dass der Gehalt an IFN-y-mRNA relativ zur GAPDH-mRNA-
Konzentration in PBMCs von Hunden mit atopischer Dermatitis signifikant geringer war als
in den gesunden Tieren der Kontrollgruppe (Hayashiya et al., 2002, Tani et al., 2002). Hay-
ashiya untersuchte ebenfalls die Expression von IL-4 und IL-10 iiber eine semiquantitative
gPCR bei Hunden mit und ohne atopischer Dermatitis. Die PBMCs wurden zuvor aus peri-
pherem Blut isoliert und die mRNA gewonnen. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen der Expression von IL-4 und IL-10 zwischen beiden Gruppen (Hayashiya et al., 2002).
Uber die Studien der Zytokinexpressionen von Atopikern kann zusammenfassend gesagt
werden, dass in der Mehrzahl der Studien eine erhdhte Expression von IL-4 und IFN-y nach-
gewiesen wurde. TGF-3 wurde nur in wenigen Studien gemessen und war in diesen Studien
nur geringgradig exprimiert.

Eine der beschriebenen antiinflammatorischen Eigenschaften von Fischdl ist eine Reduktion
der TNF-a-Produktion aus PBMCs (Endres et al., 1989). In verschiedenen Studien {iber die
antiinflammatorische Wirkung von Fischol konnte nicht in allen eine Effektivitit nachgewie-
sen werden. Beispielsweise wurde nur in sechs von elf Studien ein Suppression von TNF-a
beschrieben (Caughey et al., 1996, Endres et al., 1989, Gallai et al., 1995, Kelley et al., 1999,
Meydani et al., 1991, Meydani et al., 1993). Alle elf Studien berichteten iiber hohe Standard-
abweichungen in der TNF-a-Produktion, dies ldsst eine hohe Mischung von Genotypen in
der Population vermuten und konnte das Resultat eines hohen Levels an individuellen Varia-
tionen in der Antwort auf die Verabreichung von Fischol sein (Grimble et al., 2002). Auf
Grund dieser kontroversen Ergebnisse wurde TNF-a aus der hier vorliegenden Studie ausge-

schlossen.
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IFN-y und IL-4 wurden in dieser Studie als reprdsentative Vertreter der Tyl- undTy2-
Antwort ausgewdhlt. Durch die Inkubation mit Allergen konnte eine Zunahme der IFN-y-
Expression errechnet werden. Diese Zunahme konnte bei gesunden und atopischen Hunden
gesehen werden, es kam zu keiner signifikanten Senkung der Expression durch Zugabe von
PUFA. Die Zunahme von IFN-y nach Inkubation der PBLs mit Allergen bestétigt die Anga-
ben in der Literatur in Bezug auf Atopiker. Eine erhdhte Konzentration an IFN-y, TNF-o. und
IL-2 konnte bei Hunden mit auftretenden Hautldsionen im Vergleich mit Hunden ohne Haut-
lasionen und gesunden Hunden (p < 0,05) gesehen werden (Nuttall et al., 2002b). IFN-
y fordert die Differenzierung von nativen CD4" T-Zellen zu Tyl-Untereinheiten und inhi-
biert die Proliferation von Ty2 Zellen (sieche Abb.2-7). Einen Teil der Tyl-Reaktion auslo-
senden Effekte von IFN-y wird direkt durch aktivierte mononukleédre Zellen ausgeldst. Zwar
konnte in der vorliegenden Studie keine statistische Signifikanz zwischen atopischen und
gesunden Hunden errechnet werden, aber bei genauer Betrachtung sind die Expressionen bei
atopischen Hunden hoher ausgepriagt. Hohere Patientenzahlen konnten eventuell eine statisti-
sche Signifikanz erzielen. IL-4 zeigte in dieser Studie keine statistisch signifikanten Verande-
rungen nach Inkubation mit Allergen im Vergleich zur Negativkontrolle. Auch durch Zugabe
von PUFA verédnderte sich die Expression nur geringfiigig. Eine mogliche Erklarung konnte
eine verringerte Proliferation von Ty2-Zellen auf Grund der Anwesenheit von Tyl-Zellen
sein. Hayashiya untersuchte iiber eine semiquantitative qPCR ebenfalls die mRNA-
Expression von IL-4 bei Hunden mit und ohne atopischer Dermatitis. Es gab ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied in der Expression von IL-4 zwischen beiden Gruppen (Hayashiya
et al., 2002).

Regulatorische T-Zellen (Tg) spielen eine wichtige Rolle in der Immunantwort und Immun-
regulation (Akdis et al., 2005). Regulatorische T-Zellen sind charakteristiert durch die Sekre-
tion von sogenannten regulatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-B. Bei Hunden mit AD
ist die TGF-B Expression signifikant niedriger als bei gesunden Hunden (Nuttall et al.,
2002b). Es ist wichtig fiir eine Toleranz gegeniiber Umweltallergenen in der Peripherie und
auf Schleimhduten bei Menschen und Ratten (Mason und Powrie, 1998). Niedrige TGF-3
Expressionen konnten einen Niederbruch dieser Toleranz bedeuten. TGF-B wird in einer in-
aktiven Form sezerniert (Umetsu und DeKruyft, 1997). Eine Konformation zur aktiven Form
ist ein wichtiger Hinweis auf eine pathologische Verdnderung in der caninen Haut. In einer
neuen Studie von Steinman et al. (2007) wurde neben Tyl- und Ty2-Zellen eine neue Ty-

Subklasse deffiniert und als Ty17 Zellen bezeichnet. Tyl Zellen antagonisieren die Wirkung



Diskussion 98

von Tyl7 Zellen (Steinman, 2007). Zusétzlich wurde festgestellt, dass eine Abwesenheit von
Tyl Zellen entziindliche Reaktionen bei gesunden Individuen ausldst und die Toleranz von
immunsuppressiven Zytokinen wie IL-10 und TGF-3 abhéngt.

Shida et al. (2004) forschten an den Auswirkungen einer Allergen-spezifischen Immunothe-
rapie auf eine Ty1/Ty2 Verteilung bei atopischen Hunden. Die Expression der Zytokine wur-
de vor und nach Injektion der Immuntherapie gemessen. Es wurden keine verdnderten Werte
von IL-4 nachgewiesen. Das Verhéltnis IFN-y/IL-4 stieg jedoch signifikant. Eine Immunthe-
rapie scheint eine Differenzierung in Richtung Ty! zu fordern, ohne jedoch die T2 Aktivitét
zu beeinflussen. Es induzierte einen Wechsel zu einer Tyl Dominanz. Bei Hunden fihrte dies
zu einer Verbesserung der klinischen Symptome (Shida et al., 2004).

Andere Forscher wiederum wiesen eine niedrigere Expression von IFN-y-mRNA bei Hunden
mit atopischer Dermatitis im Vergleich zu gesunden Hunden nach. Zwischen gesunden und
atopischen Hunden gab es zusétzlich keinen Unterschied in der IL-4-Expression (Hayashiya
et al., 2002). Beide Forschergruppen untersuchten die Zytokinexpressionen mittels RT-PCR
und semiquantitativer PCR, direkte Unterschiede in der Methodik sind nicht ersichtlich und
konnen die unterschiedlichen Ergebnisse nicht erkldren. Unterschiedliche Populationen mit
eventuell unterschiedlichen allergieauslosenden Antigenen konnten die abweichenden Zyto-
kinexpressionen erkldren. Um jedoch eindeutigere Ergebnisse zu erhalten, wéren weitere
Studien in Bezug auf Zytokinexpressionen von Ty1- und Ty2-Zellen von Bedeutung.
Mehrere Autoren beschrieben in ihren Studien die gegenldufigen Interaktionen, welche von
Tul7-Zellen und anderen regulatorischen T-Zellen ausgelost wurden (Bettelli et al., 2006,
Tato und O'Shea, 2006, Veldhoen et al., 2006). Eine wichtige Schliisselfunktion spielt IL-6.
Dieses Zytokin unterstiitzt Entziindungen (Di Marco et al., 2001, Gijbels et al., 1995, Okuda
et al., 2000, Samoilova et al., 1998), es ist zusitzlich als akute Phase Zytokin bekannt und
induziert die Entstehung von Fieber (Steinman, 2004). Es konkurriert mit TGF-B um die
Bindung an Tyl7-T-Zellen. TGF-B  induziert bei Abwesenheit von IL-6
CD4'CD25 Foxp3 Ty Dieses inhibiert autoimmune Reaktionen und schiitzt das Gewebe
vor Zerstorung (Bettelli et al., 2006, Tato und O'Shea, 2006, Veldhoen et al., 2006). Somit
fungiert TGF-f als ein kritischer Regulator zum einen als Schutz vor gewebezerstérenden
Ty17-Zellen, wenn diese mit IL-6 kollaborieren, zum anderen als Aktivator von antiinflam-
matorischen Tres Zellen, wenn kein IL-6 zur Verfiigung steht. Da IL-6 und TGF-f3 immer ge-
genregulatorisch vorliegen und nur ein Zytokin in der jeweiligen Situation exprimiert wird,

wurde in der vorliegenden Studie nur die Expression von TGF-3 evaluiert. Es konnten aller-
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dings keine signifikanten Unterschiede in der Expression durch Zugabe von Allergen oder
PUFA gesehen werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass Fettsdurekonzentratio-
nen von 10 M in in vitro-Studien einen Effekt auf die Proliferation auslosen. Dies konnte
die positiven klinischen Effekte einer PUFA-Supplementierung erkldren. Ferner stellt sich die
Frage, welche Leukozyten und resultierend welche Folgemetaboliten die kutane Entziin-
dungsreaktion bei atopischen Lésionen minimieren. Eine Stimulation von PBLs mit PUFA
hatte keinen Einfluss auf die Expression von IL-4, IFN-y und TGF-f3 bei atopischen Hunden
im Vergleich zu gesunden Hunden. Da in den Versuchen groftenteils identische Ergebnisse
im Vergleich der Zytokinexpression zwischen der Kontrollgruppe und den Atopiker gesehen
wurden, ist die klinische Verbesserung méglicherweise nicht auf eine Anderung in der Zyto-
kinexpression, sondern eher auf eine Hemmung der Zellproliferation zuriickzufiihren. Je
mehr in zukiinftigen Studien iiber die komplexe Pathologie der atopischen Dermatitis und die
Einfliisse auf die verschiedenen Patienten erforscht wird, desto eher kann eine neue Hypothe-
se liber die Wirkmechanismen der essentiellen Fettsduren gestellt und iiber weiterfiihrende

Studien nachgewiesen werden.
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VI Zusammenfassung

Melanie Stehle

Wirkung essentieller Fettsiuren auf die Proliferation von peripheren mononukleiiren
Zellen und Expression von Zytokinen bei Hunden mit atopischer Dermatitis

Essentielle Fettsduren werden seit 1987 zur symptomatischen Therapie bei caniner atopischer
Dermatitis eingesetzt. Uber 40 % der Hunde zeigen klinische Verbesserungen nach einer
Fettsduren-Supplementierung, 10 - 20 % der Hunde entwickeln eine vollstdndige Remission.
Die komplexe, weitumfassende Pathogenese der Atopie ist zum momentanen Zeitpunkt nicht
vollstidndig aufgekldrt, bietet aber die Basis, um Wirkmechanismen der essentiellen Fettsiu-
ren aufzuschliisseln.

Ziel dieser Studie war die Wirkung von essentiellen Fettsduren auf die Proliferation von peri-
pheren mononukleédren Zellen zu erforschen. Zusitzlich wurden Primer fiir IL-4, IFN-y und
TGF-p etabliert, und die Wirkung von essentiellen Fettsduren auf die Expression von IL-4,
IFN-y und TGF-3 bei Hunden mit atopischer Dermatitis iiberpriift.

Fiir die Studie wurde 21 Hunden mit atopischer Dermatitis Blut aus der Vena jugularis ent-
nommen. Als Kontrollgruppe dienten 21 gesunde Hunde. Uber eine Ficoll®-Priparation wur-
den periphere mononukleédre Zellen isoliert. Leukozyten von elf atopischen und elf gesunden
Hunden wurden fiir den Proliferationsversuch verwendet. Die mononukleéren Zellen wurden
mit Allergen, Concanavalin A und fiinf verschiedenen essentiellen Fettsduren/-
Kombinationen fiir 72 Stunden inkubiert. Unbehandelte mononukledre Zellen dienten als
Negativkontrolle. 18 Stunden vor Ende der Inkubation wurden die Zellsuspensionen mit *H-
Thymidin versetzt und die Proliferation im Beta-Counter gemessen.

Gesunde Hunde zeigten bei Anwesenheit von Concanavalin A eine graduelle Reduktion der
Proliferationsindices bei einer Inkubation der peripheren Blutleukozyten mit LA, GLA, ALA,
EPA/DHA und GLA/EPA/DHA. Der Proliferationsindex war im Vergleich zur Negativkon-
trolle statistisch signifikant bei ALA, EPA/DHA (P < 0.05) und GLA/EPA/DHA (P < 0.05).
Eine Reduktion der PBL-Proliferation konnte bei gesunden Hunden in Anwesenheit von Al-
lergen gesehen werden. Alle Fettsduren mit Ausnahme der LA (P < 0.05) 16sten eine Inhibie-
rung der Proliferation aus (GLA, ALA, EPA/DHA und GLA/EPA/DHA, P < 0.001). Bei
allergischen Hunden konnte eine dhnliche Reduktion nur in der Anwesenheit von Allergen
ausgelost werden. Diese Reduktion war statistisch signifikant nach einer Inkubation mit ALA
(P <0.001), EPA/DHA (P < 0.01) und GLA/EPA/DHA (P < 0.01). Die vorliegende Studie
ergab eine bessere Wirkung von EPA/DHA als fiir LA. In dieser Studie konnten mit Conca-
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navalin A und verschiedenen essentiellen Fettsduren inkubierte periphere Blutleukozyten
atopischer Hunde in ihrer Proliferation nicht gesenkt werden. Eine Begriindung fiir dieses
Phanomen ist die bereits bestehende Aktivierung der T-Zellen auf Grund der bestehenden
Erkrankung. Eine zusétzliche starke Stimulation durch Concanavalin A ist hochstwahrschein-
lich zu méchtig fiir eine signifikante Suppression durch Fettsduren.

Im zweiten Teil der Studie wurden hochspezifische Primer fiir IL-4, IFN-y und TGF-
[ etabliert. Die Etablierung erfolgte iiber Blastsearch- und Primer-Express-Programme. Die
Spezifitiat der Primer wurde iiber Agarosegelelekrophoresen und Standardkurven evaluiert.
Periphere Blutleukozyten wurden mit Allergen und verschiedenen essentiellen Fettsduren fiir
sechs Stunden inkubiert. Aus PBLs wurde RNA isoliert und die Qualitdt im Bioanalyzer ii-
berpriift. Um genomische DNA Kontaminierung zu vermeiden und RNA in ¢cDNA umzu-
schreiben, wurde ein QuantiTect® Reverse Transkription Kit verwendet. Die Quantifizierung
der Zytokine erfolgte mittels gPCR und dem Farbstoff SYBR Green.

Bei Hunden mit atopischer Dermatitis konnte eine signifikante Zunahme der Expression von
IFN-y und IL-4 nach Zugabe von Allergen beobachtet werden. Die deutlichste Zunahme
konnte bei der Stimulation der PBLs mit Allergen und GLA/EPA/DHA und EPA/DHA
(P < 0.001) gemessen werden. Auch bei gesunden Hunden konnten durch die Zugabe von
Allergen statistisch signifikante Verdnderungen der IFN-y—Expression nachgewiesen werden.
Essentielle Fettsduren konnten diese Zunahme aber nicht hemmen.

Durch die Supplementierung von EPA/DHA konnte die Expression von TGF-3 bei gesunden
Hunden signifikant gesenkt werden (P < 0.001). Die anderen essentiellen Fettsduren (LA,
GLA/EPA/DHA) hatten weder bei gesunden noch bei atopischen Hunden einen signifikanten
Einfluss auf die Expression von TGF-f.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass essentielle Fettsduren und Allergen (D.farinae)
die Zytokinexpression verdndern konnen, allerdings konnte keine statistische Signifikanz
zwischen den Zytokinexpressionen der einzelnen Zytokine im Vergleich zwischen gesunden
und atopischen Hunden nachgewiesen werden. T-Zellen atopischer Hunde sind durch eine
Inkubation mit essentiellen Fettsduren in gleicher Weise stimulierbar wie T-Zellen gesunder
Hunde.

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass essentielle Fettsduren die Proliferation

von peripheren Blutleukozyten beeinflussen konnen.
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VII Summary

Melanie Stehle

The influence of polyunsaturated fatty acids on the response of PBMC proliferation and
expression of cytokines in canine atopic dermatitis

Essential fatty acids are used as symptomatic therapy in canine atopic dermatitis since 1987.
In a double blinded, placebo-controlled randomized study, 10-20 % of atopic dogs were in
complete remission and 40 % were significantly better after supplementation with PUFA
(Mueller et al., 2005a). The pathogenesis of atopy is not completely known but offers clues to
investigate the mechanisms of action of fatty acid supplementation.

The aim of this study was to evaluate the influence of essential fatty acids on the proliferation
of peripheral mononuclear blood cells, establish specific primers for PCR and evaluate the
influence of essential fatty acids on the cytokine expression of IL-4, IFN-y and TGF-f.

For this study blood was collected from the jugular vein of 21 atopic and 21 normal dogs and
PBMCs were isolated by Ficoll® preparation. For proliferation assays PBMCs were stimu-
lated without and with various fatty acids. The fatty acids included LA, GLA, ALA, EPA/
DHA and GLA/EPA/DHA. PBMCs were incubated without additional antigen, with antigen
(D. farinae) or concanavalin A. The plates were incubated at 37° C in a humidified atmos-
phere containing 5 % CO, for three days. *H-thymidin was added 18 hours before the end of
the assay to each well. The plates were harvested using an automated system and counted.
The proliferation of triplicates was calculated as proliferation index. The results of the prolif-
eration assays show, that PBMCs of healthy dogs had a gradual reduction in the proliferation
index in presence of concanavalin A from incubation without PUFA to incubation with LA,
GLA, ALA, EPA/DHA and GLA/EPA/DHA respectively. This difference was statistically
significant between control and ALA, EPA/DHA or GLA/EPA/DHA respectively (P < 0.05).
A similar reduction was seen in the presence of allergen where all PUFA but LA led to a sig-
nificant reduction of proliferation (P < 0.001). According to these results, n-3 PUFA are more
effectively inhibiting PBMCs proliferation than n-6 PUFA. In contrast, the allergic patients
showed a similar reduction only in the presence of allergen. When PBMCs were stimulated
with concanavalin A, PUFA were not able to decrease proliferation with atopic patients. In
these patients, allergen-specific T cells are already activated by the disease process and it is
possible that additional strong stimulation with concanavalin A proved too powerful to be

suppressed by fatty acids.
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In the second part of the study, PBMCs of ten atopic dogs and ten healthy dogs were isolated
as described above. A preliminary study showed the highest cytokine expression after stimu-
lation for six hours compared to the results of expression after ten and 18 hours. After stimu-
lation Trifast® was added, RNA prepared and RNA integrity was checked using a bioana-
lyzer. In order to avoid genomic DNA contamination and to transcribe RNA in cDNA the
QuantiTect” Reverse Transkription Kit was used. Quantification for cytokines was performed
by qPCR using SYBR® green. For each cytokine, specific primer pairs were synthesized
based on the available cytokine sequences. The primer pairs were evaluated by a BLAST
search and were quality checked by amplification of test cDNA and the products were evalu-
ated by agarose gel electrophoresis and sequenced to finally verify the correct amplification
product. To estimate the practicability of the primerpairs in the qPCR a standard curve was
performed using Log 1o dilution series over seven magnitudes in combination with a dissocia-
tion curve analysis.

If we compared the cytokine expression to the negative control, there was a marked upregula-
tion of IL-4 and IFN-y in normal and atopic dogs, when the PBMC were incubated with al-
lergen. Allergen-induced upregulation was not reversed by incubation with PUFA. TGF-
B expression was not significantly altered in atopic dogs, but it was downregulated in healthy
dogs under the influence of EPA/DHA. Based on the results of this study, Dermatophagoides
farinae extract will lead to upregulation of IL-4 and IFN-y mRNA, but PUFA do not influ-
ence gene transcription of IL-4, IFN-y and TGF-f in peripheral blood mononuclear cells of
the dog.

Incubation of PBMC with PUFA had no statistically influence on the expression of IL-4,
IFN-y or TGF-B. In summary this study showed an influence of PUFA on PBMC prolifera-

tion in the canine which may contribute to the clinical effects of PUFA supplementation.
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IX Anhang
9.1. Tabellenverzeichnis

Tab. 2-1: Ubersicht bedeutender Omega-3- und Omega- 6-Fettsiuren

Tab. 4-1: Vergleich Leukozytengehalte einer gesunden achtjdhrigen Podenco-Mischlings-
Hiindin

Tab. 4-2: PBL-Gehalt nach Praparation PBLs

Tab. 4-3: Vergleich aufgetaute PBLs/frisch préparierte PBLs zum Zeitpunkt des Einsdhens in
das Kulturmedium und nach 72 Stunden Inkubation

Tab. 4-4: photometrische Messung RNA-Gehalt im Vergleich aufgetaute PBLs/frisch préipa-
rierte PBLs nach 72 Stunden Inkubation

Tab. 4-5: Veridnderung der Expressionswerte von [-Aktin, IFN-y, IL-4 und TGF-$ nach 6
Stunden-, 10 Stunden- und 18 Stunden Inkubation bei 37° C und 5 % CO,

Tab. 4-6: Auflistung der verwendeten Primer

Tab. 4-7: Anderungen der Expression von IFN-y bei Hunden mit atopischer Dermatitis nach
Stimulation mit Allergen und verschiedenen Fettsduren. Normalisiert wurde auf die Kontrolle
und auf das Allergen. P =0.0002, post Test

Tab. 4-8: Anderungen der Expression von IFN-y von gesunden Hunden nach Stimulation mit
Allergen und verschiedenen Fettsduren. Normalisiert wurde auf Kontrolle (P = 0.0001) und
Allergen (P = 0.0025), post Test

Tab. 4-9: Anderungen der Expression von IL-4 bei Hunden mit atopischer Dermatitis nach
Stimulation mit Allergen und verschiedenen Fettsduren. Normalisiert wurde auf Kontrolle
(P =0.0001) und Allergen (P = 0.0025), post Test

Tab. 4-10: Anderungen der Expression von IL-4 bei gesunden Hunden nach Stimulation mit
Allergen und verschiedenen Fettsduren. Normalisiert wurde auf Kontrolle (P = 0.0001) und
Allergen (P = 0.0025), post Test

Tab. 4-11: Bei der Berechnung wurde der Friedman Test mit Dunn’s Mehrfach-
Vergleichstest, P = 0.3745 eingesetzt

Tab. 4-12: Darstellung der Expressionen von TGF-3 von gesunden Hunden, P = 0.0022

Tab. 4-13: Zytokinexpressionen im Vergleich zwischen Hunden mit atopischer Dermatitis

und gesunden Hunden, Post Test
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9.2. Abbildungsverzeichnis

Abb. 2-1: Konversion der Omega-3/Omega-6-Fettsduren in verschiedene Fettsduren und ent-
sprechenden Eicosanoiden. Eicosanoide werden aus den biologischen Vorstufen Arachidon-
sdure, Eicosapentaensdure und Dihomo-y-Linolenséure synthetisiert

Abb. 2-2: Eicosanoidsynthese aus der Arachidonsiure und Eicosapentaensiure

Abb. 2-3: Aufbau der Haut. An Membranoberfldchen sind polare Anteile der Inositole, Seri-
ne, Ethanolamine, Choline und Glycophospholipide lokalisiert. Fettsduren, Proteine und Cho-
lesterol bilden das Geriist zwischen den Membranoberflichen (modifiziert nach Wright,
1991).

Abb. 2-4: native T-Zellen werden durch APCs zur Differenzierung angeregt (modiziert nach
Janeway, 2005, 6.Auflage)

Abb. 2-5: Langerhanszellen konnen epidermal penetrierende Antigene aufnehmen, zu peri-
pheren Lymphknoten migrieren und Antigene den T-Zellen priasentieren. (modiziert nach Ja-
neway, 2005, 6.Auflage)

Abb. 2-6: links: Dendritische Zellen sezernieren nach Antigenkontakt IL-12. Dies induziert
die Synthese von IFN-y in natiirlichen Killerzellen. Native CD4" T-Zellen werden durch die
Anwesenheit von IL-12 und IFN-y zur Ty1-Zelldifferenzierung angeregt. Rechts: gleichzeitig
werden durch Antigenkontakt IL-12 von Dendritischen Zellen sezerniert und eine Ausschiit-
tung von IL-4 induziert. Native CD4" T-Zellen werden durch die Anwesenheit von IL-4 zu
Tu2-Zellen aktiviert (modifiziert nach Janeway, 2005, 6. Auflage)

Abb. 2-7: Aktivierte Tyl-Zellen sezernieren IFN-y und induzieren eine verringerte Prolifera-
tion von Ty2-Zellen (modifiziert nach Janeway, 2005, 6. Auflage)

Abb. 2-8: Aktivierte regulatorische T-Zellen sezernieren TGF-f und IL-10 und unterdriicken
die Aktivitdt und das Wachstum von Ty1-Zellen (modifiziert nach Janeway, 2005, 6. Auflage)
Abb. 3-1: Schichtung der verschiedenen Phasen nach Zentrifugation

Abb. 3-2: Links: elektrophoretische Darstellung der floureszierenden Einheiten (FU) aufge-
schliisselter Gesamt-RNA in 5s, 18s, 28s im zeitlichen Verlauf (s). Rechts: spezifische Ban-
den fir 5s, 18s, 28s auf einem Gel

Abb. 3-3: Graphische Darstellung von Gelbildern. Das erste Gel zeigt die Leiter mit ihren
spezifischen Banden, wihrend bei den Proben eins bis zwolf die 18s- und 28s-Banden darge-
stellt sind

Abb. 3-4: Amplifikationskurve am Beispiel einer Verdiinnungsreihe

Abb. 3-5: Dissoziationskurve: Vervielfiltigung eines spezifischen Amplifikates
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Abb. 3-6.1: Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von Interferon-y. Bei der Aus-
wertung des Effizienzvergleichs wurde das Quadrat des Pearsonschen Korrelationskoeffizien-
ten R (Bestimmtheitsmass) und die Regressionsgerade zur Darstellung des linearen Zusam-
menhangs der MeBergebnisse berechnet.

Abb. 3-6.2: Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von IL-4

Abb. 3-6.3: Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von TGF-f3

Abb. 3-6.4: Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von [-Aktin

Abb. 3-6.1-5:. Graphische Darstellung der Regressionsgeraden von 18s rRNA

Abb. 3-7: Wirkung eines interkalierenden Farbstoffs am Beispiel von SYBR Green

Abb. 3-8: Ci-Wert beschreibt den Zeitpunkt einer Messung, bei welchem die Fluoreszenz
erstmalig signifikant tiber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt

Abb. 4-1: Inhibierung der PBL-Proliferation gesunder Hunde nach Inkubation mit Concana-
valin A und verschiedenen Fettsduren

Abb. 4-2: Inhibierung der PBL-Proliferation gesunder Hunde nach Inkubation mit Allergen
(D.farinae) und verschiedenen Fettsduren

Abb. 4-3: Inhibierung der PBL-Proliferation atopischer Hunde nach Inkubation mit Allergen
(D.farinae) und verschiedenen Fettsduren

Abb. 4-4: Inhibierung der PBL-Proliferation atopischer Hunde nach Inkubation mit Conca-
navalin A und verschiedenen Fettsduren

Abb. 4-5: Einzelne Banden mit einer Basenpaarldnge von 100-150 bp deuten auf spezifische
Amplifikate von IL-4, IFN-y, und 18S rRNA (Beschriftung von links nach rechts) hin. Dar-
stellung des 50bp-Markers im linken und rechten Bildbereich. Bei TGF- (rechts) ist ein
zweites Amplifikat mit einer Lénge von 50 bp sichtbar

Abb. 4-6: Agarosegelelektrophorese mit RNA. Die dargestellten Banden sind im Bereich von
18s und 28s ausgebildet

Abb. 4-7: Bestimmung des A C-Wertes

Abb. 4-8: PBLs der Atopiker wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen und LA,
EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression von IFN-y ge-
messen

Abb. 4-9: PBLs der Kontrollgruppe wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen und
LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression von IFN-y

gemessen
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Abb. 4-10: PBLs von Atopikern wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen und LA,
EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression von IL-4 gemes-
sen

Abb. 4-11: PBLs der Kontrollgruppe wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen und
LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression von IL-4
gemessen

Abb. 4-12: PBLs von Atopikern wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen und LA,
EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression von TGF-f3 ge-
messen

Abb. 4-13: PBLs von gesunden Hunden wurden als Negativkontrolle, mit Allergen, Allergen
und LA, EPA/DHA oder GLA/EPA/DHA in der qPCR eingesetzt und die Expression von
TGF- gemessen
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9.3. Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Heparin-Natrium Braun 25 000 I.E./Sml, Braun, Melsungen

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

80¢g Natriumchlorid (NaCl), AppliChem GmbH, Darmstadt

1,45 ¢g Di-Natriumhydrogenphosphat-di-Hydrat (Na,HPO4 x H,0), AppliChem
GmbH, Darmstadt

02¢g Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4), AppliChem GmbH, Darmstadt

02¢g Kaliumchlorid (KCl), AppliChem GmbH, Darmstadt

1 x PBS: ad 1000 ml Aqua dest.
10 x PBS: ad 100 ml Aqua dest.

auf pH 7,2 eingestellt, fiir den Gebrauch in der Zellkultur autoklavieren, bei 4° C aufbewah-

ren.

Ficoll®-Lésung, Bicoll Separating Solution, Bichrom AG, Berlin

Trypanblau, Biochrom AG, Berlin

Standardmedium (10 % Fetales Kélber Serum,FCS)

445 ml RPMI 1640, Biochrom AG, Berlin

50 ml FCS, Biochrom AG, Berlin

5 ml Penicillin-Streptomycin-Lésung (100 IE/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin), Bio-
chrom AG, Berlin

Einfriermedium (FCS mit 10 % DMSO)

9,0 ml FCS

1,0 ml Dimethylsulfoxid (DMSQO), AppliChem GmbH, Darmstadt
bei -20° C aufbewahrt
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Stammlésung Concanavalin A (Con A), Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

15 mg Concanavalin A
ad 10 ml RPMI 1640, in Aliquots von 100 ul bei -20° C gelagert, nach Auftauen Rest verwer-

fen.

Stammlésung Phytinhaemagglutinin (PHA), SIGMA-Aldrich, Buchs

peqGOLD Trifast™ | Erlangen bei 4° C aufbewahrt

Chloroform, AppliChem GmbH, Darmstadt

Isopropanol, AppliChem GmbH, Darmstadt

96 % Ethanol, reinst, AppliChem GmbH, Darmstadt

75 % Ethanol,
38 ml Ethanol reinst,
ad 50 ml RNase freies Wasser

0,5 x TBE Puffer, Invitrogen, Karlsruhe

54,0 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, AppliChem GmbH, Darmstadt
27,5 g Borséure, Riedel-de Haen, Seelze

20,0 ml EDTA-Lo6sung (0,5 M, pH 8,0), SIGMA-Aldrich, Buchs

ad 10 1 Aqua dest., bei Raumtemperatur gelagert

2 % Agarose, peqGOLD Universal Agarose, peqLab Biotechnologie AG, Erlangen
1,4 g Agarose
70 ml 0,5 x TBE Puffer

vor Gebrauch angesetzt

6 x Loading Dye Solution (Ladepuffer), SIGMA-Aldrich, Buchs, Schweiz
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GeneRuler ™ 50bp DNA Ladder (Marker), Fermentas, Ontario, Kanada

Stammlésung Ethidiumbromid, Sigma, Deisenhofen

10 mg Ethidiumbromid

ad 1 ml Aqua dest., bei 4° C aufbewahrt.

Zum Gebrauch wurde die Losung 1:1000 in Aqua dest. verdiinnt.

I} H]-Thymidin-Gebrauchslésung, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
0,5 ml [*’H]Thymidin (5 pCi/5 ml)

ad 10 ml RPMI 1640 3, bei 4°C aufbewahrt

H,0,, AppliChem GmbH, Darmstadt

Glass-fiber Filter, Packard, Dreicich

Szintillationsfliissigkeit, Packard, Dreieich

Fettsauren:

Cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensdure 90%, Fa. SIGMA-Aldrich, Buchs
Cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensdure min. 98%, Fa. SIGMA-Aldrich, Buchs
Gamma-Linolensiure min. 97%, Fa. SIGMA-Aldrich, Buchs
Alpha-Linolsédure min. 95%, Fa. SIGMA-Aldrich, Buchs
Linolenséure min. 97%, Fa. SIGMA-Aldrich, Buchs

QuantiTect® SYBR Green PCR Kit, Qiagen, Hilden
Bei -20° C in Aliquots a 2 ml gelagert

Wasser fiir Molekularbiologie, AppliChem GmbH, Darmstadt

SDS-Desinfektionsfliissigkeit, SDS granuliert, reinst, AppliChem GmbH, Darmstadt
10 %ige Losung: 10 g SDS in 100 ml Aqua dest.
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9.4. Verbrauchsmaterialien

Butterflykaniilen Venofix” Braun, Melsungen

Pipettenspitzen 10ul Gilson Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen 20ul Gilson/Eppendorf Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen 100ul Gilson/Eppendorf Bi- | Sarstedt, Niimbrecht
osphere” Filter Tips

Pipettenspitzen 200ul Gilson/Eppendorf Bi- | Sarstedt, Niimbrecht
osphere” Filter Tips

Pipettenspitzen 1000ul Gilson/Eppendorf | Sarstedt, Niimbrecht
Biosphere® Filter Tips

24-Loch-Platte

Nunclon™ Surface

Nunc, Roskilde, Danemark

96-Loch-Platte

™
Nunclon " Surface

Nunc, Roskilde, Ddnemark

10ml Pipette Sarstedt Serological Pipette Sarstedt, Niimbrecht

25ml Pipette Sarstedt Serological Pipette Sarstedt, Niimbrecht

50ml Tube (Falcon) 114 x 28mm Sarstedt, Niimbrecht

Cryo Tube 1,8ml 1,8ml Nunc, Roskilde, Ddnemark

20ml Spritze Henke, Sass, Wolf GmbH,
Tuttlingen

20G Kaniile gelb Microlance' " 3, Fraga, Spa-

nien

Reagiergefd3 1,5ml

Microtube 1,5ml

Sarstedt, Niimbrecht

Reagiergefal3 0,5ml Microtube 0,5ml Sarstedt, Niimbrecht
Gentle Skin® grip Handschuhe Meditrade, Kiefersfelden
Nitril 3000 Handschuhe Meditrade, Kiefersfelden
MicroAmp” Optical 96 well | Reaktionplatte Quiagen, Hilden

QuantiTect” Reagenz

cDNA-Synthese

Quiagen, Hilden

Agilent RNA 6000 Euka-
ryonten Nano Kit

Bioanalyzer Kit

Agilent Technologies, Santa
Clara, USA)
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9.5. Geriite in alphabetischer Reihenfolge

Bezeichnung Herstellerbezeichnung Hersteller,  Her-
kunft
Bioanalyzer Agilent Technologies Company Santa Clara, USA
Brutschrank Brutschrank CO,-Auto-Zero Heraeus Instruments, | Packard, Dreieich
Cell-Harvester Filtermate Harvester
Instrument
Brutschrank CO, Inkubator RS Biotech' " Galaxy® Nunc, Wiesbaden
Computersystem | Gel Dokumentation Gel Doc 2000 Bio-Rad, Miinchen
Software: Quantity One
Flow Flow Advanced Bio Safety Cabinet Nunc, Wiesbaden
Flow Flow Steril-Helios Biohit, Mailand,
Italien
Flow Sterile Werkbank Microflow Nunc, Wiesbaden
Luminescence Beta-Counter TopCount NXT Microplate Packard, Dreieich
Counter Scintillation
Luminescence Counter
Mikroskop Mikroskop Diavert Leitz, Wetzlar
Mikrowelle Mikrowelle Moulinex Moulinex
Pipettierhilfe Accu-jet® pro Brand, Wertheim
Pipettierhilfe 2ul Gilson Gilson, Frankreich
Pipettierhilfe 10ul Gilson Gilson, Frankreich
Pipettierhilfe 20ul Gilson Gilson, Frankreich
Pipettierhilfe 100ul Gilson Gilson, Frankreich
Pipettierhilfe 200ul Gilson Gilson, Frankreich
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Pipettierhilfe 1000pl Gilson Gilson, Frankreich

Photometer Photometer Biophotometer Eppendorf Eppendorf, Ham-
burg

Photometer Photometer Kiivette Spectrophotometer Quartz- Sigma, Deisen-

Kiivette Kiivette hofen

Spannungsgerat Power-Supply Power Pac 300 Bio Rad, Miinchen

Thermocycler

Thermocycler T3 Biometra Biometra, Gottin-

gen

UV-Strahlung zur | UV-Crosslinker Stratalinker 2400 Stratagene, Ams-

Gelauswertung terdam, Niederlan-
de
Vortexter Vortex Genie 2 Scientific  Indus-
tries, New York,
USA
Waage Waage Mettler, PC 400 Mettler = Waagen
GmbH, Giessen,
Schweiz
Wasserbad Wasserbad Koltermann Labortechnik Koltermann, La-
bortechnik, Uetze-
Héningsen
Zahlkammer Modifizierte Zahlkammer Brand, Wertheim
nach Neubauer
Beckman Coulter Model TJ-6 Zentrifuge Beckman, Palo
Zentrifuge Alto, USA
Zentrifuge Beckman Coulter GS-6KK Zentrifuge Beckman, Palo
Alto, USA
Zentrifuge Zentrifuge Sigma 4K15C Sigma, Deisenho-

fen
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9.6.

zenden RNA-/RNase freiem Wasser-Menge zur reversen Transkription:

Optische Dichte (OD) Messung am Photometer zur Errechnung der einzuset-

Patient | Inkubation mit | OD-Messung: Konzentration: | benotigte Menge [pl]:
upg/ml 260/280 pg/pl RNA Wasser

Al Kontrolle 3,6 1,59 0,36 1,11 10,89
Al Allergen 5,5 1,24 0,55 0,73 11,27
Al Allergen, 1. FS | 5,7 1,54 0,57 0,70 11,30
Al Allergen, 4. FS | 5,1 1,64 0,51 0,78 11,22
Al Allergen, 5. FS | 6,2 1,58 0,62 0,65 11,35
A2 Kontrolle 3,8 1,6 0,38 1,05 10,95
A2 Allergen 4,7 1,63 0,47 0,85 11,15
A2 Allergen, 1. FS | 8,5 1,55 0,85 0,47 11,53
A2 Allergen, 4. FS | 6 1,53 0,6 0,67 11,33
A2 Allergen, 5. FS |9 1,55 0,9 0,44 11,56
A3 Kontrolle 4,4 1,49 0,44 0,91 11,09
A3 Allergen 3.4 1,5 0,34 1,18 10,82
A3 Allergen, 1. FS | 7,8 1,51 0,78 0,51 11,49
A3 Allergen, 4. FS | 4,9 1,47 0,49 0,82 11,18
A3 Allergen, 5. FS | 3,7 1,55 0,37 1,08 10,92
A4 Kontrolle 4 1,54 0,4 1,00 11,00
A4 Allergen 2,7 1,56 0,27 1,48 10,52
A4 Allergen, 1. FS | 1,7 1,55 0,17 2,35 9,65
A4 Allergen, 4. FS | 1,2 1,54 0,12 3,33 8,67
A4 Allergen, 5. FS | 3,8 1,52 0,38 1,05 10,95
A5 Kontrolle 7,6 1,55 0,76 0,53 11,47
A5 Allergen 7.9 1,58 0,79 0,51 11,49
A5 Allergen, 1. FS | 8,3 1,55 0,83 0,48 11,52
A5 Allergen, 4. FS | 16,9 1,56 1,69 0,24 11,76
A5 Allergen, 5. FS | 6,9 1,54 0,69 0,58 11,42
A6 Kontrolle 4,4 1,62 0,44 0,91 11,09
A6 Allergen 4,9 1,58 0,49 0,82 11,18
A6 Allergen, 1. FS | 4,6 1,6 0,46 0,87 11,13
A6 Allergen, 4. FS | 5,1 1,57 0,51 0,78 11,22
A6 Allergen, 5. FS | 6,9 1,59 0,69 0,58 11,42
A7 Kontrolle 53 1,58 0,53 0,75 11,25
A7 Allergen 3,8 1,57 0,38 1,05 10,95
AT Allergen, 1. FS |3 1,56 0,3 1,33 10,67
A7 Allergen, 4. FS | 2,5 1,58 0,25 1,60 10,40
A7 Allergen, 5. FS | 2,2 1,59 0,22 1,82 10,18
A8 Kontrolle 2,6 1,64 0,26 1,54 10,46
A8 Allergen 10,2 1,1 1,02 0,39 11,61
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vepe benotigte | benotigte
Patient | Inkubation mit Of Konzentration: benotigte Mengeg Mengeg
Messung: Menge [ul]:
[ud]: [ul]:
pg/ml 260/280 pg/nl RNA Wasser

A8 Allergen, 1. FS | 2,7 1,6 0,27 1,48 10,52
A8 Allergen, 4. FS | 2,6 1,62 0,26 1,54 10,46
A8 Allergen, 5. FS | 2,1 1,61 0,21 1,90 10,10
A9 Kontrolle 10,7 1,56 1,07 0,37 11,63
A9 Allergen 6,5 1,63 0,65 0,62 11,38
A9 | Allergen, I.FS |5 1,64 0.5 0,80 11,20
A9 Allergen, 4. FS | 4 1,56 0,4 1,00 11,00
A9 Allergen, 5. FS | 5,6 1,54 0,56 0,71 11,29
A10 Kontrolle 6,6 1,51 0,66 0,61 11,39
A10 Allergen 4,9 1,48 0,49 0,82 11,18
A10 Allergen, 1. FS | 5,6 1,52 0,56 0,71 11,29
A10 Allergen, 4. FS | 4,8 1,55 0,48 0,83 11,17
A10 Allergen, 5. FS | 0,9 1,77 0,09 4,44 7,56
N1 Kontrolle 5 1,68 0,5 0,80 11,20
N1 Allergen 11,1 1,58 1,11 0,36 11,64
N1 Allergen, 1. FS | 8,5 1,56 0,85 0,47 11,53
N1 Allergen, 4. FS | 7,6 1,6 0,76 0,53 11,47
N1 Allergen, 5. FS | 4,4 1,73 0,44 0,91 11,09
N2 Kontrolle 3,2 1,54 0,32 1,25 10,75
N2 Allergen 2.4 1,54 0,24 1,67 10,33
N2 Allergen, 1. FS | 1,3 1,6 0,13 3,08 8,92
N2 Allergen, 4. FS | 5,1 1,5 0,51 0,78 11,22
N2 Allergen, 5. FS | 2,1 1,54 0,21 1,90 10,10
N3 Kontrolle 6,7 1,56 0,67 0,60 11,40
N3 Allergen 3,9 1,56 0,39 1,03 10,97
N3 Allergen, 1. FS | 4,6 1,53 0,46 0,87 11,13
N3 Allergen, 4. FS | 4,8 1,53 0,48 0,83 11,17
N3 Allergen, 5. FS | 7,2 1,53 0,72 0,56 11,44
N4 Kontrolle 43 1,59 0,43 0,93 11,07
N4 Allergen 1,7 1,56 0,17 2,35 9,65
N4 Allergen, 1. FS | 4,1 1,57 0,41 0,98 11,02
N4 Allergen, 4. FS | 5,6 1,57 0,56 0,71 11,29
N4 Allergen, 5. FS | 2,2 1,6 0,22 1,82 10,18
N5 Kontrolle 3,6 1,59 0,36 1,11 10,89
N5 Allergen 4,2 1,61 0,42 0,95 11,05
N5 Allergen, 1. FS | 3,8 1,62 0,38 1,05 10,95
N5 Allergen, 4. FS | 3,9 1,61 0,39 1,03 10,97
N5 Allergen, 5. FS | 3,5 1,61 0,35 1,14 10,86
N6 Kontrolle 5 1,56 0,5 0,80 11,20
N6 Allergen 5 1,56 0,5 0,80 11,20
N6 Allergen, 1. FS | 4,9 1,56 0,49 0,82 11,18
N6 Allergen, 4. FS | 6,1 1,54 0,61 0,66 11,34
N6 Allergen, 5. FS | 4,6 1,62 0,46 0,87 11,13
N7 Kontrolle 2,3 1,58 0,23 1,74 10,26
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Patient | Inkubation mit DL Konzentration: benotigte Mengeg Mengeg
Messung: Menge [ul]:
[ud]: [ul]:
pg/ml 260/280 pg/ul RNA Wasser

N7 Allergen 1,7 1,61 0,17 2,35 9,65
N7 Allergen, 1. FS | 1,2 1,61 0,12 3,33 8,67
N7 Allergen, 4. FS | 1,7 1,56 0,17 2,35 9,65
N7 Allergen, 5. FS | 1,5 1,62 0,15 2,67 9,33
N8§ Kontrolle 2,8 1,56 0,28 1,43 10,57
N8 Allergen 4,1 1,54 0,41 0,98 11,02
N8 Allergen, 1. FS | 5,5 1,54 0,55 0,73 11,27
N8 Allergen, 4. FS | 4,6 1,54 0,46 0,87 11,13
N8 Allergen, 5. FS | 4,4 1,55 0,44 0,91 11,09
N9 Kontrolle 3,8 1,57 0,38 1,05 10,95
N9 Allergen 5,2 1,58 0,52 0,77 11,23
N9 Allergen, 1. FS | 2,5 1,54 0,25 1,60 10,40
N9 Allergen, 4. FS | 4,3 1,55 0,43 0,93 11,07
N9 Allergen, 5. FS | 4,7 1,56 0,47 0,85 11,15
N10 Kontrolle 8,7 1,48 0,87 0,46 11,54
N10 Allergen 2,6 1,49 0,26 1,54 10,46
N10 Allergen, 1. FS | 4,8 1,47 0,48 0,83 11,17
N10 Allergen, 4. FS | 1,6 1,5 0,16 2,50 9,50
N10 Allergen, 5. FS | 4,8 1,49 0,48 0,83 11,17
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9.7. Besitzer-Einverstindniserklirung

Ich bin einverstanden, meinen Hund in die Studie zur Evaluierung der Wirkung von essentiel-
len Fettsduren auf die Immunantwort bei Hunden mit atopischer Dermatitis und gesunden
Hunden einzuschlieBen. Mit dieser Studie erhoffen wir mehr iiber die Funktionsmechanismen

der essentiellen Fettsduren zu erfahren.

Ich bin einverstanden, dass meinem Hund eine Blutprobe fiir die oben erwéhnte Studie ent-
nommen wird. Die Kosten fiir die Blutentnahme und der Weiterverarbeitung werden von ei-

ner klinikinternen Finanzierung tibernommen.

Unterschrift Datum

Betreuende Person Datum
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9.8. Besitzerfragebogen

Welche Hautprobleme hat Ihr Hund?

In welchem Alter traten diese das erste Mal auf?

Gab es zuvor eine Hauterkrankung? [1Ja [ Nein

Varieren die Symptome?

Ist Thnen eine saisonale Haufung der Symptome aufgefallen, verschlimmern sich die Sym-
ptome im: [] Frithjahr? [ Sommer? [] Herbst? [ Winter?

Treten Symptome das ganze Jahr auf? [JJa [ Nein

Wenn ja, ist Ihnen eine Zeit aufgefallen, in welcher keine Symptome vorkamen? [1Ja [ Nein

Gibt es etwas, was die Symptome verstarkt?

Was hilft Threm Hund?

Allgemeine Fragen:
Haben Sie andere Haustiere, wenn ja, wieviele jeweils?  Katzen Hunde Voégel  andere
Kennen Sie Eltern, Wurfgeschwister, etc.Ihres Hundes mit Hautproblemen? [1Ja [ Nein
Haben Sie oder Familiemitglieder Hautprobleme? [1Ja []Nein

Wo schlift Thr Hund?

Hat Thr Hund andere Erkrankungen?

Baden und Flobehandlungen:

Baden: hilft verschlimmert keine Anderung der Symptomatik

Wie oft baden Sie Ihren Hund? [ wochentlich  [Jmonatlich [ seltener
Wann haben Sie das letzte Mal einen Floh im Fell Ihres Hundes gesehen? auf ande-
ren Tieren?

Welches Flohmittel verwenden Sie fiir [hren Hund?

Werden andere Haustiere gegen Flohe behandelt?

Medikamentelle Vorbehandlung:
Falls Thr Tier vorbehandelt ist, wissen Sie welche Medikamente verwendet wurden?  Ja
__Nein

Wenn ja, waren es: [ | Shampoos [ Spiilungen []Injektionen [ Tabletten [I Salben
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Letzte Tablettengabe (Datum): Veranderung: [lkeine []teilweise []gut
Letzte Injektion (Datum): Verdnderung: [lkeine [teilweise []gut

Bekommt Thr Hund Herzwurmtabletten? [JNein []Ja: [Jtdglich []monatlich

Diit:
Was frif3t Thr Hund normalerweise: Nassfutter, Trockenfutter, Tischreste, Fleisch oder etwas
anderes?

Wieviel bekommt er von jedem anteilig (%)?

Bekommt er andere Futtermittel? (z.B. Vitamine, Toast, Siifigkeiten)

Haben Sie in der Vergangenheit bereits Spezialfutter gefiittert? [1Nein [1Ja  Welches?

Welche Symptome hat Ihr Hund?

Haben Sie eines der folgenden Symptome beobachtet?

"1 Entziindung  []Juckreiz [ Schuppen [ Haarverlust []Geruch []Rotung
"Inéssende Wunden [ Ohrprobleme  [] Augenausfluss [1“Hitze” []Gewichtsverlust
"1 Gewichtszunahme [] Erbrechen [ Durchfall [ Miidigkeit [ Depression

"] gesteigerter Appetit [ gesteigerter Durst

Ist Thnen bei IThrem Hund aufgefallen, dass er:
T1im Gesicht kratzt  []an den Pfoten leckt  [1 an den Korperseiten kratzt [ auf den Rii-
cken rollt  [Jsich in die Taillienregion beiit [ am Bauchbereich leckt [ nieit [

schnaubt...andere Symptome zeigt?
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