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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Canine atopische Dermatitis ist eine in der dermatologischen Praxis haufig
vorkommende Erkrankung (SCOTT & PARADIS, 1990; REEDY et al., 1997;
SCOTT et al., 2001), die mit den Symptomen Juckreiz (SARIDOMICHELAKIS
et al., 1999; GRIFFIN & DEBOER, 2001; JAEGER et al, 2010) und
Hautlasionen, vor allem Erythem, einhergeht (GRIFFIN & DEBOER, 2001). Die
Hunde reagieren dabei auf Umweltallergene, wie z.B. Schimmelsporen,
Milbenkot und Pollen (HILL & DEBOER, 2001). Als Ursache wird eine
genetische Pradisposition gesehen, die unter anderem ursachlich fur eine gestorte
Hautbarriere ist (MERRYMAN-SIMPSON et al., 2008; SANDILANDS et al.,
2009; WOOQD et al., 2009). Durch diese gestorte Hautbarriere konnen Allergene
leichter bei betroffenen Hunden eindringen und die genannten Symptome
verursachen. Therapeutisch hat man die Wahl zwischen einer symptomatischen
Therapie (OLIVRY & SOUSA, 2001a), z.B. Antihistaminika, Glukokortikoide,
Zyklosporin, topische Therapien und Fettsduren, oder einer allergen-spezifischen
Immuntherapie (GRIFFIN & HILLIER, 2001). Da diese Erkrankung ein Leben
lang anhélt, ist es im Interesse des Tieres die Nebenwirkung einer Therapie so
gering wie moglich zu halten (OLIVRY & SOUSA, 2001a). Die erwahnten
essentiellen Fettsauren gelten als eine sichere Alternative (OLIVRY & SOUSA,
2001b; MUELLER et al., 2004), da ihre Nebenwirkungen duRerst gering und
selten sind. Desweiteren kann durch die Fettsduren die Dosis anderer
antiinflammatorischer Medikamente, welche mehr Nebenwirkungen aufweisen,
reduziert (SCOTT & MILLER, 1993; BOND & LLOYD, 1994; SAEVIK et al.,
2004), oder deren Wirkung verbessert werden (SCOTT & MILLER, 1990, 1993).
Man weil} dank einiger Studien, dass die Hautbarriere bei Hunden mit AD gestort
ist (INMAN et al., 2001; PIEKUTOWSKA et al., 2008; REITER et al., 2009;
HIGHTOWER et al., 2010). Mittels der Fettsauren sollen sowohl die klinischen
Symptome (MUELLER et al., 2004; MUELLER et al., 2005), als auch die
Hautbarriere verbessert werden (TRETTER & MUELLER, 2011). Die Fettsauren
haben jedoch nicht nur auf die Hautbarriere einen positiven Einfluss, sondern
auch auf die Entziindungsmediatoren (ZIBOH & CHAPKIN, 1988) und wirken
zudem noch immunmodulatorisch (STEHLE et al., 2010). Es gibt einige Studien
Uber die Effektivitdt von oral angewendeten Fettsduren (SCOTT et al., 1997;
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OLIVRY et al., 2001b; MUELLER et al., 2004; SAEVIK et al., 2004; MUELLER
et al., 2005; STEHLE et al., 2010), jedoch nur wenige offene Pilotstudien Uber
topisch  applizierte, essentielle Fettsduren enthaltende Spot-on-Praparate
(PIEKUTOWSKA et al., 2008; TRETTER & MUELLER, 2011).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob topisch applizierte essentielle
Fettsauren die Symptome wie Juckreiz und Hautldsionen der caninen atopischen
Dermatitis verbessern. Desweiteren wurde untersucht, ob der Gehalt an
Ceramiden in der Epidermis von an CAD erkrankten Hunden durch die genannte
Therapie ansteigt und somit eine Korrelation zwischen Verbesserung der

Symptome und Verbesserung der Hautbarriere besteht.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Canine atopische Dermatitis

1.1. Pravalenz

Die AD bei Hunden ist nach Meinung von Dermatologen die zweithdufigste
dermatologische Erkrankung assoziiert mit Juckreiz (SCOTT & PARADIS, 1990;
REEDY et al, 1997; SCOTT et al, 2001). In den meisten Studien wird
Flohbissallergie als die h&ufigste juckende Hautkrankheit bei Hunden genannt
(REEDY et al., 1997; HILLIER & GRIFFIN, 2001; SCOTT et al., 2001). In einer
Studie ist die CAD die am héufigsten vorkommende Allergie
(SARIDOMICHELAKIS et al., 1999). Die geschatzte Pravalenz der Krankheit
variiert stark und liegt fiir verschiedene Autoren bei 3,3 % (HALLIWELL, 1971),
8% (Scott 1981), 15 % (CHAMBERLAIN, 1974), 30 % (NESBITT, 1978) und
12,7 % (SCOTT & PARADIS, 1990). Man hat sich auf eine Prdvalenz von ca.
10% festgelegt (HILLIER & GRIFFIN, 2001; SCOTT et al., 2001).

Die wahre Prévalenz der CAD ist aus folgenden Griinden schwierig zu

bestimmen:

1) Milde Erscheinungsformen sind oft gut mit symptomatischer Therapie zu

behandeln ohne notwendigerweise eine Diagnose stellen zu missen;

2) Einige klinische Manifestationen wie zum Beispiel chronische Otitiden
oder rezidivierende bakterielle Infektionen werden von praktischen

Tierarzten oder Besitzern oft nicht als Hinweise auf die CAD erkannt;

3) Es gibt keine dokumentierten praktischen und zuverlassigen Methoden die
zeigen, dass klinische Symptomatik bei Hunden, mit einer durch Serum-
oder Hauttest festgestellte Allergenhypersensitivitat tatsachlich durch

Allergenexposition induziert wird.

Somit ist die wahre Prévalenz bis jetzt nicht sicher bekannt (HILLIER &
GRIFFIN, 2001).

Madgliche Ursachen fir die steigende Prévalenz werden zum einen darin gesehen,
dass Welpen immer mehr und friher geimpft werden, was die IgE-Produktion

erhohen konnte und zum anderen, dass Hunde immer mehr Zeit im Haus
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verbringen und somit auch mehr Allergenen wie z.B. den Hausstaubmilben etc.
ausgesetzt sind. Desweiteren ist eine Ektoparasitenprophylaxe bei den Besitzern
viel verbreiteter als friher (HILLIER & GRIFFIN, 2001).

Auch wird vermutet, dass die Inzidenz immer mehr zunimmt (HILLIER &
GRIFFIN, 2001).

1.2. Pathogenese
Die Pathogenese der CAD ist bis jetzt noch nicht vollstandig geklart (OLIVRY &
SOUSA, 2001a). Bei Hunden, die an caniner atopischer Dermatitis erkrankt sind,
konnen Allergene, wie zum Beispiel Pollen, Hausstaubmilbenkot oder
Schimmelsporen in den Korper eindringen und eine allergische Reaktion
verursachen (HILL & DEBOER, 2001). Dies geschieht uber zwei mogliche
Wege. Die Allergene dringen entweder direkt tber die Haut in den Korper ein und
haben Kontakt zu den allergenprasentierenden Zellen der Epidermis, oder sie
gelangen uber die Atemwege in den Korper und somit Gber das Blut zur Haut
(OLIVRY & HILL, 2001; MARSELLA et al., 2006). Fruher glaubte man, dass
der Weg Uber die Atemwege am bedeutendsten sei, neuere Erkenntnisse sprechen
jedoch dafir, dass die Allergenprasentation durch die Haut der primare Weg ist
(MARSELLA et al.,, 2006). Normalerweise fungiert das Stratum corneum mit
seiner Doppellipidschicht als Hautbarriere und sorgt dafur, dass Allergene nicht
so einfach von aufen eindringen koénnen. Beim allergischen Hund ist die
Hautbarriere jedoch gestort, da der Gehalt an Lipiden, vor allem der Gehalt an
Ceramidklasse | und Ceramidklasse IX verringert ist (REITER et al., 2009). Dies
wird als Ursache dafurr gesehen, dass die Allergene leichter von auf3en eindringen
konnen. Die Allergene werden nach Eindringen von den Langerhans-Zellen
aufgenommen und in den Lymphknoten présentiert. Dadurch werden die T-
Lymphozyten aktiviert. Die T2-Helferzellen produzieren IL-4, IL-5, IL-9 und IL-
13, wodurch dann eine IgE-Produktion durch B-Zellen induziert wird.
Desweiteren treten verstarkt Eosinophile auf (ROMAGNANI, 1994; MOSMANN
& SAD, 1996; HILL et al., 2001; HAYASHIYA et al., 2002). In einer neueren
Studie konnte nur bei einem von neun Hunden mit AD eine Eosinophilie
festgestellt werden (HAYASHIYA et al., 2002). Die anderen Hunde hatten zwar
im Vergleich zu den gesunden Hunden erhdohte Werte, diese befanden sich aber
im Referenzbereich. In der gleichen Studie war die mMRNA-Expression von IL-5

signifikant erhoht. Zur Messung wurden hier die peripheren mononukleéren
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Zellen herangezogen. Der sensibilisierte Hund produziert bei Allergenkontakt
sehr viel IgE, eine Hyperplasie der dendritischen Zellen liegt ebenfalls vor
(OLIVRY et al, 1996). Antigen-IgE-Mastzellverbindungen flihren zu einer
Degranulation der Mastzellen, wodurch Histamin, Heparin, Kallikrein und
proteolytische Enzyme freigesetzt werden (OLIVRY & HILL, 2001). Es konnte
gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen IgE und Langerhans-Zellen bei der
Allergenprésentation eine wichtige Rolle spielt (MUDDE et al., 1990; OLIVRY et
al., 1996). Histamin bindet dann an H1 - H4-Rezeptoren und flhrt insbesondere
durch Bindung an H1-Rezeptoren zu Odembildung, Juckreiz, Quaddelbildung und
Vasodilatation (CLOUGH et al., 1998). Histamin ist auch dafiir verantwortlich,
dass Effektorzellen, wie zum Beispiel eosinophile Granulozyten, einwandern und
es zu einer chronischen Entziindung kommen kann. Auch ist bekannt, dass der
IgA-Gehalt in der Haut bei Hunden mit AD im Vergleich zu gesunden Hunden
erhéht ist. Ob dies jedoch mit der allergenspezifischen IgA-Sekretion, oder mit
einer Entziindungsreaktion einhergeht ist unbekannt (MUELLER et al., 1997).
Die IgA-Serumkonzentration zeigte in dieser Studie keine Verénderung. Von
Halliwell et al. wurde eine Definition fur die Canine atopische Dermatitis
formuliert: ,, Eine genetisch pradisponierte, entziindliche und juckende allergische
Hauterkrankung mit charakteristischen klinischen Symptomen, assoziiert mit IgE-
Antikorper am héaufigsten gegen Umweltallergene gerichtet (HALLIWELL,
2006).

Nicht zu verwechseln ist die CAD mit der ,atopic-like“ Dermatitis. Diese
prasentiert sich mit den gleichen klinischen Symptomen, die IgE-Reaktion auf
Umweltallergene kann jedoch bei dieser Form nicht nachgewiesen werden
(OLIVRY et al., 2010a). Von der International Task Force on Canine Dermatitis
wurde 2006 folgende Definition formuliert: ,, Eine entziindliche und juckende
Hauterkrankung mit identischen klinischen Symptome, welche bei der CAD
gesehen werden, bei der eine IgE-Antwort auf Umwelt- oder sonstige Allergene
nicht dokumentiert werden kann“ (HALLIWELL, 2006). Es scheint bei diesem
Typ keine gestérte Hautbarriere zu geben, da in einer Studie der TEWL nur bei
den Patienten mit AD und nicht mit ,,atopic-like” Dermatitis erhoht war (MORI et
al., 2010). Die Hydratation war in der gleichen Gruppe, in der der TEWL erhoht

war, erniedrigt.

Die allergische Reaktion kann in zwei Phasen, die Sofortreaktion und die
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Spétreaktion, eingeteilt werden. Beide Typen sind IgE vermittelt (HILL et al.,
2001). Die Quaddelbildung der Sofortreaktion entsteht durch vaskulére Dilatation,
Odembildung und oberflachliche perivaskulare Dermatitis und gehort zu einer
typischen Hypersensitivitatsreaktion Typ 1 (SCOTT et al., 1995; HILL et al.,
2001). Wahrend der Spatreaktion kommt es in den ersten sechs Stunden zu einem
Influx von eosinophilen, neutrophilen und basophilen Granulozyten. Darauf folgt
eine Infiltration von mononukledren Zellen, zum Beispiel T-Geddachtniszellen
(GAGA et al., 1991; HILL et al., 2001). Auch in einer anderen Studie konnte
gezeigt werden, dass es nach sechs bis zw0If Stunden zu einem erhdhten Influx
von a  T-Lymphozyten und dendritischen Zellen kommt, wohingegen zu einem
friheren Zeitpunkt die vorherrschenden Zellen vor allem neutrophile und
eosinophile Granulozyten sind (OLIVRY et al., 2001a).

1.3. Genetische Komponente
Schon in friheren Studien wurde die Vermutung angestellt, dass es eine
genetische Komponente geben muss, da es sich zeigte, dass einige Rassen
vermehrt fur die canine atopische Dermatitis anfallig sind (SCOTT & PARADIS,
1990; SARIDOMICHELAKIS et al., 1999). Neuere Studien weisen auf eine
Filaggringenmutation hin, wodurch die Hautbarriere gestért werden kann
(CHERVET et al., 2010). Auch in der Humanmedizin besteht bei AD ein
Zusammenhang mit einer Filaggringenmutation, welche dazu fiihrt, dass die
Funktion des Filaggrins beeinflusst wird, und dies eine Hautbarrierenstérung
verursacht (SANDILANDS et al, 2009). Desweiteren konnten mittels
Microarrays Gene identifiziert werden, die bei Hunden mit AD eine veranderte
Genexpression aufweisen. Es sind Gene, die vor allem mit Immunantwort,
Entzindung, Apoptose, Zellzyklus und Barrierenformation in Zusammenhang
stehen (MERRYMAN-SIMPSON et al., 2008). In dieser Studie wurde vermutet,
dass insbesondere die Geneexpression in der lasionsfreien Haut den atopischen
Phanotyp wiederspiegelt. Auch mittels quantitativer real time PCR (gPCR)
konnten 11 Gene bei an CAD erkrankten Hunden identifiziert werden, welche
ebenfalls eine verdnderte Genexpression aufwiesen und eine Rolle bei der

Hautbarrierenformation und Immunantwort spielen (WOOQOD et al., 2009).

1.4. Rassedisposition

Eine vermehrte Anfélligkeit fur die CAD konnte bei Boxern und Golden
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Retrievern (SCOTT & PARADIS, 1990) sowie zusétzlich bei Deutschen
Schéferhunden (JAEGER et al., 2010) festgestellt werden. Desweiteren wurde
gezeigt, dass die Rassendisposition auch abhéngt von den jeweiligen Gebieten, in
denen die Studien durchgefuhrt worden sind, ist, womit sich auch die stark
variierenden Unterschiede beziiglich der Rassedispositionen in verschiedenen
Populationen erklaren lassen (JAEGER et al., 2010). In Griechenland zeigte sich
eine Prédisposition fur CAD bei Yorkshire Terrier, Chinese Shar Pei und Cocker
Spaniel (SARIDOMICHELAKIS et al.,, 1999). Laut des ACVD liegt nach
Prifung mehrerer Studien eine Rassedisposition vor allem fur folgende Rassen
vor: Beauceron, Boston Terrier, Boxer, Cairn Terrier, chinesischer Shar-pei,
Cocker Spaniel, Dalmatiner, Engl. Bulldogge, Engl. Setter, Foxterrier, Irischer
Setter, Labrador Retriever, Lhasa apso, Miniaturschnautzer, Mops, Pyrenéen-
Schéaferhund, Scottish Terrier, Sealyham Terrier, Setter, West Highland White
Terrier und Yorkshire Terrier (GRIFFIN & DEBOER, 2001). Eine
Rassedisposition gibt es nicht nur bezuglich der Anfélligkeit fur CAD, sondern
auch beziiglich der Verteilung der Lasionen. Fir L&sionen im Gesicht sind vor
allem die franzdsische Bulldogge, Englische Bulldogge und der Boxer anféallig;
fur Lasionen am Ventrum der deutsche Schéaferhund und flr Otitis externa der
Beagle, die franzosische Bulldogge, der deutsche Schaferhund und der Jack
Russel Terrier (JAEGER et al., 2010).

1.5.  Geschlechtsdisposition

In der Literatur gibt es sehr widerspriichliche Aussagen. Die Ursachen hierfur
werden in regionalen und zeitlichen Unterschieden gesehen (GRIFFIN &
DEBOER, 2001). In einigen Studien zeigte sich eine vermehrte Anfalligkeit fur
CAD beim Riden (NESBITT, 1978). Andere Studien fanden jedoch eine erhdhte
Préadisposition fur das weibliche Geschlecht (HALLIWELL, 1971). Aktuellere
Veroffentlichungen  konnten  keine  Geschlechtsdisposition  feststellen
(WILLEMSE & VAN DEN BROM, 1983; SCOTT & PARADIS, 1990;
SARIDOMICHELAKIS et al., 1999).

1.6. Alter
Junge Hunde sind 6fter von der AD als von anderen juckenden Hauterkrankungen
betroffen (GRIFFIN & DEBOER, 2001). Die meisten Hunde mit CAD sind
zwischen 6 Monaten (SARIDOMICHELAKIS et al.,, 1999) und 3 Jahren alt
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(GRIFFIN & DEBOER, 2001). Klinische Symptome bei Hunden unter 6 Monaten
und Uber 7 Jahren sind eher ungewdhnlich, jedoch durchaus moglich (SCOTT et
al., 1995; SARIDOMICHELAKIS et al., 1999). In einer Studie aus Griechenland
betrug das Durchschnittsalter 2,5 Jahre (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999).

1.7.  Klinische Symptome

Die klinischen Symptome kénnen individuell sehr verschieden auftreten. Ein sehr
haufig und weit verbreitetes Anzeichen ist der Juckreiz (SARIDOMICHELAKIS
et al., 1999; GRIFFIN & DEBOER, 2001; JAEGER et al., 2010). In einem Buch
wird jedoch berichtet, dass bei der Englischen Bulldogge L&sionen auch ohne
Juckreiz moglich sind (SCOTT et al., 1995). Schon in den 60er - 80er Jahren
wurde Juckreiz als eines der Hauptsymptome beschrieben, wobei hier aber nicht
sicher ist, ob andere juckende Differentialdiagnosen zuverlassig ausgeschlossen
wurden (GRIFFIN & DEBOER, 2001). Damals wurden als typische
Léasionsstellen das Gesicht, Ohren, Pfoten, Gliedmalien und Ventrum angegeben.
Der Juckreiz an der dorsalen Lumbalgegend wird eher der Flohspeichelallergie
zugeordnet (SCOTT et al., 1995; REEDY et al., 1997). Wie viele Korperstellen
jedoch betroffen sind, variiert stark. Kombinationen sind mdglich. Spatere
Veroffentlichungen nannten zusétzlich folgende typische Préadilektionsstellen: die
konkaven Oberflachen der Pinnae, palmare und dorsale Oberflache der Carpi,
palmarer Tarsus, axillar, Abdomen und Innenschenkel (SCOTT et al., 2001). In
einer groRen Studie zeigten 62% der Hunde Lé&sionen an den Pfoten, 51% am
Ventrum, 48% an den Ohren und 39% im Gesicht (JAEGER et al., 2010). Es wird
unterschieden zwischen Primdr- und Sekunddrlasionen. Sekundarl&sionen
entstehen durch chronischen Juckreiz, selbstinduziertes Trauma, chronische
Entzindung und sekundére bakterielle Infektionen (GRIFFIN & DEBOER, 2001).
Sie aulern sich in Leckverfarbungen, Exkoriationen, selbstinduzierter Alopezie,
Hyperpigmentierung, Schuppen, Lichenifikation, einem trockenen stumpfen Fell
(GRIFFIN & DEBOER, 2001; SCOTT et al., 2001), feuchte Dermatitis, akrale
Nodulae und Pyodermie (SCOTT et al., 1995; REEDY et al., 1997). Diese
Lasionen sind an den Stellen, an denen der Juckreiz auftritt, zu finden. Als
haufigste Primarlasionen werden das Erythem (GRIFFIN & DEBOER, 2001) und
Papeln (FAVROT et al., 2010a) genannt. Die milde Form der CAD kann sich
ausschlieflich mit Juckreiz, aber ohne Lé&sionen présentieren (REEDY et al.,
1997; GRIFFIN & DEBOER, 2001; SCOTT et al., 2001).
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Die bereits beschriebenen Symptome treffen auf die Phase der Spatreaktion zu.
Eine Sofortreaktion ist typischerweise durch Quaddeln charakterisiert. Dieses
Klinische Bild wird auch als Urtikaria bezeichnet (HILL et al., 2001).

Desweiteren kann man zwischen saisonalen und nicht-saisonalen Symptomen
unterscheiden (GRIFFIN & DEBOER, 2001; FAVROT et al, 2010a). Die
meisten Hunde, die saisonal betroffen sind, zeigen Symptome in der Zeit
zwischen Fruhjahr und Herbst (GRIFFIN & DEBOER, 2001).

1.8. Diagnose
Die Diagnose CAD st eine Ausschlussdiagnose, alle mdglichen
Differentialdiagnosen fur juckende Hauterkrankungen sind zuvor auszuschlieRen.
Es ist sinnvoll, dabei nach einem gewissen Schema vorzugehen. Die hdufigsten
Differentialdiagnosen sind Pyodermie, Malasseziendermatitis, Parasiten (z.B.
Sarkoptesmilben oder andere Milben), seltener Keratinisierungsstorungen,
Flohspeichelallergie, Futtermittelallergie und Kontaktallergie (DEBOER &
HILLIER, 2001). Da die Allergie ein sehr variables klinisches Erscheinungsbild
hat, ist es schwierig, nur anhand der Klinik die Diagnose zu stellen. Es wurden in
der Vergangenheit mehrere Listen von Kriterien erstellt, die bei der Diagnose
hilfreich sein konnen (WILLEMSE, 1988; DEBOER & HILLIER, 2001;
FAVROT et al., 2010a). Leider wurden nicht bei allen Listen Angaben Uber
Spezifitat oder Sensitivitat gemacht (DEBOER & HILLIER, 2001). Die Liste von
Prélaud et al. gibt finf Hauptkriterien fir die Diagnose Allergie vor. Hierbei wird
bei Zutreffen von drei dieser finf Kriterien eine Spezifitdt und Sensitivitat von
anndhernd 80% angegeben. Die finf Kriterien sind kortikosteroidsensitiver
Juckreiz, Erythem der Pinnae, bilaterale kraniale erythematdse Pododermatitis,
Cheilitis, sowie Auftreten der ersten klinischen Anzeichen im Alter von sechs
Monaten und drei Jahren (FAVROT et al., 2010a; OLIVRY, 2010). Wenn keine
dieser funf Hauptkriterien vorhanden ist bedeutet dies aber nicht, dass die CAD
als Differentialdiagnose ausgeschlossen ist (DEBOER & HILLIER, 2001).
Aktuellere Diagnosekriterien wurden von Favrot et al. zusammengestellt
(FAVROT et al., 2010a). Die dort genannten acht Diagnosekriterien sind ein Alter
bei Beginn der Anzeichen einer Allergie von unter drei Jahren, die Hunde leben
meist im Haus, glukokortikoidsensitiver Juckreiz, Pruritus sine materia zu Beginn
der Erkrankung (z.B. Juckreiz ohne Lé&sion), VVorderpfoten betroffen, Ohrpinnae

betroffen, Ohrrander nicht betroffen, dorso-lumbale Gegend nicht betroffen
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(FAVROT et al., 2010a). Wenn funf dieser acht Kriterien zutreffen, betragt die
Sensitivitat 85% und die Spezifitat 79% fir die Diagnosestellung CAD. Bei sechs
zutreffenden Kriterien erhoht sich die Spezifitat auf 89%, die Sensitivitat sinkt
jedoch auf 53%.

Eine mogliche sekundére Pyodermie l&sst sich mittels Zytologie diagnostizieren,
und falls vorhanden, mit antimikrobieller Therapie systemisch oder topisch
behandeln (OLIVRY et al., 2010a). Parasiten konnen entweder durch Geschabsel
oder durch diagnostische Therapie in Form von Antiparasitika ausgeschlossen
werden. Hormonelle Geschehen sind eher bei mittelalten bis alten Hunden
wahrscheinlich, beim jungen Hund eher unwahrscheinlich, aber mdglich und
lassen sich durch verschiedene Bluttests ausschliefen. Nach Ausschluss der
genannten Differentialdiagnosen sollte mit der Allergieaufarbeitung begonnen
werden. Da die Flohspeichelallergie die haufigste Allergie ist, sollte eine
Flohprophylaxe der erste Schritt einer Allergieaufarbeitung sein. Wenn darauf
keine oder eine nicht ausreichende Besserung eintritt, sollte eine Eliminationsdiat
zum Ausschluss einer Futtermittelallergie begonnen werden, da Kklinische
Symptome einer CAD &hnlich einer Futtermittelallergie sein kénnen und somit
evtl. zu vorschnell die Diagnose Umweltallergie gestellt wird. Dies empfiehlt sich
vor allem bei Hunden mit nicht saisonalen Symptomen (FAVROT et al., 2010a).
Diese Diat muss fur mindestens acht Wochen durchgefiihrt werden (ROSSER,
1993). Dabei verwendet man ausschlieBlich eine fir den Patienten bisher nicht
gefutterte Protein- und Kohlenhydratquelle. Wahrend der Diat sollte sich eine
Besserung der Symptome einstellen. Am Ende der Diat wird in einer Provokation
komplett das alte Futter fir maximal 14 Tage gefuttert. Falls der Hund eine
Futtermittelallergie hat, treten darauf erneut Symptome, wie Juckreiz, Hautrétung
oder Durchfall auf. Wenn der Provokation keine Verdnderung folgt, ist die
Futtermittelallergie ausgeschlossen und man kann die Diagnose Umweltallergie
stellen. Anstelle einer selbstgekochten Diat gibt es auch einige kommerziell
erhaltliche Futtermittel fir Hunde mit atopischer Dermatitis. Eine Verbesserung
mit diesen Futtermitteln ist nicht zu 100% gewadhrleistet und stark
produktabhéngig (GLOS et al., 2008). Fur die Futtermittelallergie werden von
verschiedenen Labors Bluttests angeboten. Diese haben jedoch im positiven Fall
wenig Aussagekraft. Der negative Vorhersagewert liegt nach einer neueren Studie
bei 80% (BETHLEHEM et al.,, 2012). In dieser Studie wurde ein Patch-Test
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verwendet. Eine positive Reaktion mittels dieses Patch-Tests erwies sich als nicht
sehr aussagekraftig, wohingegen eine negative Reaktion mit einer guten

Tolerierung der Futterquelle einherging.

Fir die durch Umweltallergene verursachte CAD werden Allergietests entweder
in Form von Serumallergietests oder Intrakutantests angeboten. Bei den
serologischen Tests wird der allergenspezifische IgE-Spiegel gemessen. Bei den
Hauttests wird getestet, ob die kutanen Mastzellen bei Allergenkontakt
degranulieren, was sich durch eine Hautrotung und Schwellung zeigt. Bei beiden
Tests erhalt man somit Hinweise auf welche Allergene der Patient reagieren
kdnnte. Die Tests sind jedoch nicht spezifisch, da auch gesunde Hunde positiv auf
die Tests reagieren konnen, ohne eine Allergie zu haben (CODNER &
LESSARD, 1993; BOND et al., 1994; DEBOER & HILLIER, 2001; HILLIER &
DEBOER, 2001). Dies liegt unter anderem daran, dass ein allergen-spezifischer
IgE-Spiegel im Blut nicht nur bei atopischen Hunden, sondern auch bei klinisch
normalen Hunden vorliegen kann. Somit wird der Serumallergietest, oder der
Intrakutantest nicht als initiale Diagnostik empfohlen (OLIVRY et al., 2010a).
Die Mastzellen der Hunde, die an CAD erkrankt sind, zeigen eine hdhere
Histaminausschittung als die der gesunden Hunde (JACKSON et al., 1996). Es
besteht auch die Mdglichkeit, dass Hunde klinische Anzeichen fir eine Allergie
haben, jedoch sowohl der Serumtest als auch der Intrakutantest negativ ausfallt
(DEBOER & HILLIER, 2001). Dies kann folgende Griinde haben: Die relevanten
Allergene waren nicht im Test mit eingeschlossen, die Qualitat der verwendeten
Allergene kdénnte mangelhaft sein, der Test wurde durch zuvor angewandte
Therapie verfalscht oder die Kklinische Reaktion verlauft nicht ber den
klassischen IgE-Wirkungsweg (HALLIWELL & DEBOER, 2001). Ein mdglicher
Weg bei Hunden mit negativem Hauttest konnte tber 1gGd laufen (WILLEMSE
etal., 1985; LIAN & HALLIWELL, 1998).

1.9. Therapie
Das Management einer CAD ist sehr facettenreich. Es ist schwierig hierbei eine
allgemeinglltige Aussage zu treffen, denn sie sollte bei jedem Tier individuell
angepasst werden (OLIVRY et al., 2010a). Die Therapiemdglichkeiten kénnen in
zwei Gruppen eingeteilt werden. Zum einen gibt es die symptomatische Therapie,

zum anderen die allergen-spezifische Therapie.
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Die mdglichen Vorgehensweisen bei der Aufarbeitung einer CAD lassen sich in

funf Schritte einteilen.
1. Allergenvermeidung oder Préavention vor Allergenkontakt
2. Unterstiitzung der Hautbarriere
3. antiinflammatorische Agens
4. allergen-spezifische Immuntherapie
5. Antimikrobielle Medikamente

(OLIVRY & SOUSA, 2001a). Das Vermeiden von Allergenen ist praktisch sehr
schwierig, fiir manche Aeroallergene (z.B. Schimmelpilzsporen) so gut wie
unmoglich. Um den Kontakt mit Hausstaubmilbenallergen zu verringern, kann
man spezielle Kissen oder Matratzen fur Allergiker verwenden, bei welchen die
Poren so Klein sind, dass Hausstaubmilbenallergene sie nicht penetrieren kdnnen
(VAUGHAN et al.,, 1999). Eine weitere Linderung kann das Baden des
grasallergischen Hundes nach dem Spazierengehen sein (BEVIER, 1990;
OLIVRY & SOUSA, 2001a; LOFLATH et al., 2007). Eine Eliminationsdiat ist
bei Hunden mit AD anzuraten, da mdglicherweise Futterantigene eine Rolle bei
der AD spielen kénnen. Durch die Eliminationsdiat kann bei diesen Patienten eine
Verbesserung oder sogar eine Remission der klinischen Symptome erreicht
werden. Eine regelméiige Flohkontrolle empfiehlt sich, da atopische Hunde fir
eine Flohspeichelhypersensitivitdt pradisponiert sind (OLIVRY & SOUSA,
2001a).

Die Hautbarriere kann topisch mit Fettsduren unterstitzt werden (TRETTER &
MUELLER, 2011). Auch ist eine systemische Gabe von Fettsduren in Form von
kaltgepresstem Ol moglich, um die Symptome, wie Juckreiz und Hautl4sionen der
CAD zu lindern (MUELLER et al., 2004; MUELLER et al., 2005).

Falls die Vermeidung oder Prévention nicht mdglich ist, oder nicht ausreicht,
besteht die Mdglichkeit auf antiinflammatorische Medikamente zuriickzugreifen.
Dabei ist das Ziel, eine Kombination aus Medikamenten mit den wenigsten
Nebenwirkungen, den geringsten Kosten und der maximalen Wirkung zu finden
(OLIVRY & SOUSA, 2001a). Diese Medikamente lassen sich in zwei Gruppen

einteilen:
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1. Hemmer der (allergischen) Sofortreaktion: Medikamente, die die
Mastzelldegranulation unterbinden (z.B. Zyklosporin  A)  bzw.
Medikamente, die die vasoaktiven Effekte von Histamin unterbinden (H1-
Rezeptor Antihistaminika)

2. Hemmer der (allergischen) Spétreaktion: Medikamente, die die
Aktivierung und die Freisetzung von Mediatoren mit chemotaktischer
Wirkung verhindern (z.B. Pentoxifyllin, Zyklosporin A, Tacrolimus,
Glukokortikoide)

(OLIVRY & SOUSA, 2001a).

Falls sowohl die Vermeidung von Allergenen als auch die medikamentelle
Therapie nicht ausreichend sind, oder zu viele Nebenwirkungen mit sich bringen,
kann man eine allergen-spezifische Immuntherapie, auch Hyposensibilisierung
genannt, durchfiihren. Eine antimikrobielle Therapie, sowohl topisch als auch
systemisch, ist ein sehr wichtiger Bestandteil der Allergieaufarbeitung. Meist ist
sie der erste Schritt, der in diesem Zusammenhang durchgefiihrt wird, da bei einer
CAD oft sekunddr eine Pyodermie mit Bakterien (z.B. Staphylococcus
pseudintermedius) oder Malassezien vorliegt (OLIVRY & SOUSA, 2001a).

1.9.1.  Symptomatische Therapie

1.9.1.1. Glukokortikoide

Glukokortikoide werden oft in der Therapie der CAD verwendet (BEVIER, 1990;
OLIVRY & SOUSA, 2001b). Kortikosteroide haben eine immunsupressive und
entziindungshemmende Wirkung. Es wird zum einen die Zytokinproduktion durch
die T-Lymphocyten, vor allem von Interferon gamma, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6
und IL-13, unterdriickt. Zum anderen werde Chemokine und der Granulozyten-
Makrophagen-koloniestimulierende-Faktor gehemmt (BARNES, 1998). Auch
werden entziindungshemmende Gene aktiviert, wie zum Beispiel Lipocortin-1
(Annexin 1), welches die Phospolipase A, und somit die weitere Metabolisierung
von Arachidonséure zu Prostaglandinen, Thromboxanen und Leukotrienen sowohl
Uber den Lipooxygenaseweg also auch iber den Cyclooxygenaseweg hemmt. Die
genannten Metaboliten sind bekannte Produkte der Entziindungsreaktion (COHN,
1997; ADCOCK & ITO, 2000; SCOTT et al., 2001). Es gibt zwei mdgliche

Applikationswege, entweder topisch oder systemisch. Eine Verbesserung ist sogar
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schon bei geringen Dosen wie zum Beispiel 0,5 mg/kg einmal taglich moglich
(OLIVRY et al., 2002a).

Topische Hydrokortisonpréparate gibt es in Form von Cremes oder Sprays. Sie
werden der systemischen Gabe oft vorgezogen, da die Nebenwirkungen weniger
ausgepragt sind. Das trifft besonders auf Hydrokortisonaceponat (Cortavance®,
Virbac, France) zu, da es in der Haut metabolisiert wird und damit systemische
Nebenwirkungen minimiert werden. Durch Verwendung dieses Sprays konnte
eine Verbesserung des Juckreizes um ca. 38,5 % und des CADESIs um ca. 61%
erzielt werden (NUTTALL et al., 2009). Der Erfolg war nicht durch die Haarlange
des Fells beeinflusst. Die Frequenz der Anwendung kann, je nach Verbesserung,
von einmal taglich bis zu jedem 3. Tag reduziert werden. Nebenwirkungen oder
Blutparameterverédnderungen konnten bei einer Anwendungsdauer von 70 Tagen
nicht festgestellt werden. Damit kann jedoch keine Aussage Uber mdgliche
Nebenwirkungen bei Langzeittherapie getroffen werden (NUTTALL et al., 2009).
In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass eine Hautatrophie durch Behandlung
mit 0,0584% Hydrokortisonaceponat provoziert werden kann (BIZIKOVA et al.,
2010). Auch in dieser Studie konnte eine Verbesserung der Symptome erzielt

werden.

Ein grofRer Nachteil der Glukokortikoidgabe sind die vielen Nebenwirkungen.
Diese konnen von harmloser Polyurie/Polydipsie, Polyphagie, Alopezie und
Adipositas bis hin zu teilweise lebensbedrohlichen Erkrankungen wie
Pankreatitis, Cushing, gastrointestinalen Ulzera, oder sekundéren Infektionen des
Harntrakts reichen. Auch zeigen sich verschiedene Hautveranderungen, wie zum
Beispiel Calcinosis cutis, Comedonen, Teleangiektasien, Ulzerationen,
pergamentartige Hautverdinnung und vermehrte Anfalligkeit fir Infektionen
(BEVIER, 1990; BEHREND & KEMPPAINEN, 1997; KIMURA & DOI, 1999;
OLIVRY & MUELLER, 2003; STEFFAN et al., 2003). Die Wahrscheinlichkeit,
Nebenwirkungen zu entwickeln, scheint bei Verwendung von Methylprednisolon
anstatt von Prednisolon um 10% geringer (SCOTT et al., 2001).

1.9.1.2. Antihistaminika
Antihistaminika wirken an den H1 - H4-Rezeptoren, die normalerweise nach
Bindung von Histamin zur Mastzelldegeneration flhren und so die allergische

Reaktion auslosen. Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass die Affinitat des
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Histamins zum H1-Rezeptor hoher als zu den anderen drei Rezeptoren zu sein
scheint. Er ist zusammen mit dem H2-Rezeptor am hdaufigsten vertreten
(SIMONS, 2003). Es gibt eine Reihe an Antihistaminika, deren Wirkung jedoch
umstritten ist. In einer Studie zeigten 54% der Hunde eine gute Verbesserung
(ZUR et al., 2002), jedoch bei moderater oder schwerwiegender CAD scheint die
alleinige Therapie damit nicht ausreichend. Zum Teil stellt sich nur vereinzelt
(MILLER et al., 1993) oder sogar keinerlei Besserung ein (SCOTT et al., 1994).
Somit scheint die Wirkung sehr individuell und préparatabhéngig zu sein. In einer
kirzlich veroffentlichten Meta-Analyse der Behandlungsmdglichkeiten fir CAD
wurden Hinweise zur Wirksamkeit von Antihistaminika als unzureichend zur
Empfehlung dieser Stoffgruppe interpretiert (OLIVRY et al., 2010b). Der Vorteil
der Antihistaminika gegenuber anderen antiinflammatorischen Medikamenten wie
Glukokortikoiden, oder Zyklosporin A sind ihre geringen Nebenwirkungen. Meist
tritt als Nebenwirkung nur Midigkeit in verschiedenen Schweregraden auf
(OLIVRY & MUELLER, 2003; BIZIKOVA et al, 2008). Die meisten
Antihistaminika die in der Tiermedizin zum Einsatz kommen, binden an den H1-
Rezeptor. Neuere Forschungen zeigen, dass es auch einen H4-Rezeptor gibt,
welcher auf Mastzellen, Eosinophilen, dentritischen Zellen und T-Lymphozyten
lokalisiert ist. Dieser Rezeptor spielt eine Rolle in der Aktivierung, Migration und
der Zytokin- und Chemokinproduktion der eben genannten Zellen. Somit kann
eine Kombination aus H1-Rezeptor- und H4-Rezeptor-Antagonisten von Vorteil
sein (ROSSBACH et al, 2009b; ROSSBACH et al., 2009a). Auch eine
Kombination von Antihistaminika und essentiellen Fettsauren kann die Wirkung
verbessern (SCOTT & MILLER, 1990, 1993). Laut Bizikova et al. liegt die
optimale Dosierung fir Cetirizin oder Hydroxyzin, was im Korper rasch zu
Cetirizin umgewandelt wird, bei 1-2 mg/kg zweimal taglich (BIZIKOVA et al.,
2008).

1.9.1.3. Zyklosporin

Eine weitere symptomatische Therapie ist die orale Gabe von Zyklosporin A.
Dieses Medikament wirkt immunsuppressiv. und blockiert vor allem die
Transkription der Zytokine in aktivierten T-Zellen. Somit wird die T-
Zellaktivierung geblockt (MATSUDA & KOYASU, 2000).

Der therapeutische Erfolg ist gleichzusetzen mit dem systemischer

Glukokortikoidgabe und verbessert sowohl den Juckreiz als auch die Hautl&sionen
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um teilweise bis zu 50% und mehr (OLIVRY et al., 2002a; STEFFAN et al.,
2003; STEFFAN et al., 2005). Die tbliche Anfangsdosierung ist 5 mg/kg einmal
taglich (OLIVRY et al., 2002a; OLIVRY et al., 2002b; STEFFAN et al., 2003;
STEFFAN et al,, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass die Frequenz der
Verabreichung bei Besserung der klinischen Symptome auf jeden 2. Tag, zweimal
wdchentlich oder nur einmal wdchentlich reduziert werden kann. Eine Studie
zeigte, dass eine dauerhafte Therapie mit Zyklosporin A nicht unbedingt notig
sein muss und eine Besserung der Symptome nach Ausschleichen der Therapie
anhalten kann (RADOWICZ & POWER, 2005). In derselben Studie zeigten 22%
der Tiere Erbrechen, Durchfall und Inappetenz als Nebenwirkungen.

Mdogliche Nebenwirkungen kénnen Diarrhoe, Erbrechen, Inappetenz/Lethargie,
Gingivahyperplasie, papillomatdse Hautverdnderungen und Hirsutismus sein
(OLIVRY et al., 2002a; RADOWICZ & POWER, 2005; STEFFAN et al., 2005).
Bei Blutuntersuchungen fielen zusétzlich erhdhte Werte von Leberenzymen,
Cholesterol und Glucose auf. Die veranderten Serumwerte fiihrten jedoch nicht zu
klinischen Symptomen (RADOWICZ & POWER, 2005). An einem Rattenmodell
wurde gezeigt, dass die Entwicklung der Gingivahyperplasie stark dosisabhangig
ist. In diesem Modell wurde mit 3 mg/kg einmal taglich kaum eine Hyperplasie,
jedoch mit 10 mg/kg oder 30 mg/kg einmal téglich eine deutliche Hyperplasie
provoziert (CHANG et al., 1995).

1.9.1.4. Essentielle Fettsduren
Essentielle Fettsduren werden aufgrund dreier wesentlicher Ansatzpunkte als

Therapie bei CAD eingesetzt:
e Verbesserung der Hautbarriere (TRETTER & MUELLER, 2011)
e Eingriff in die Entziindungsmediatoren (ZIBOH & CHAPKIN, 1988)
e Immunmodulation (STEHLE et al., 2010)

Da die Hautbarriere bei Hunden mit AD einen verringerten Lipidgehalt aufweist
(REITER et al., 2009) und dies als Ursache fiir eine gestorte Hautbarriere gesehen
wird, versucht man diesen mittels der Fettsduren zu verbessern. Der zweite Punkt
bezieht sich auf die Beeinflussung der Prostaglandine. Durch die Gabe von
essentiellen Fettsduren wird die Synthese der Serie 1 und 3 Eicosanoide

(antiinflammatorisch) angeregt, wohingegen die Synthese der Serie 2 Eicosanoide
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(proinflammatorisch) gehemmt wird (ZIBOH & CHAPKIN, 1988). Auch kdnnen
die Fettsduren die Immunmodulation beeinflussen, da sie Wirkung auf die

mononukledren Zellen des peripheren Blutes haben (STEHLE et al., 2010).

1.9.1.5. Topische Therapie

Zur topischen Therapie gehort die Behandlung mit Shampoos. Es gibt eine Reihe
von Produkten. Einige enthalten antibiotische oder antimykotische Inhaltsstoffe,
andere sind reine Pflegeprodukte mit hautunterstiitzenden Stoffen wie z.B.
Phytosphingosinen. Somit kann das Shampoo gegen sekundére Infektionen
(OLIVRY et al., 2010a; LOEFFLER et al., 2011), aber auch gegen Juckreiz ohne
Sekundérinfektion eingesetzt werden (LOFLATH et al., 2007), da durch diese
Therapie auch Allergene herunter gewaschen werden kénnen (OLIVRY et al.,
2010a). In der Studie von Loflath et al. konnte kein Unterschied zwischen einem
konventionellen und einem medizinischem Shampoo festgestellt werden
(LOFLATH et al., 2007). Shampoos die eine Benzoyl-peroxid Formulierung
enthalten werden bei Hunden mit CAD nicht empfohlen, ohne dabei einen
topischen Moisturizer zu verwenden (OLIVRY et al., 2010a). Wie oft man den
Hund baden muss ist bis jetzt noch nicht geklart. Ca. einmal die Woche ist
maoglich (OLIVRY et al., 2010a). Dies sollte aber individuell von dem jeweiligen
Hund und dem Schweregrad der Symptome abhéngig gemacht werden (CURTIS,
1998).

Tacrolimus, ein topisch zu applizierender Calcineurininhibitor hat sich in der
Humanmedizin als Therapie bei AD bewdahrt und ist als Salbe (Protopic®)
verfugbar. Es hemmt die T-Lymphozytenantwort auf Antigene und die
Zytokinproduktion von IL-2, IL-3 und IL-4 (MARSELLA & OLIVRY, 2001). Es
konnte eine Verbesserung der klinischen Symptome durch die Anwendung der
0,1% Salbe nach vier Wochen erzielt werden. Der Erfolg war bei Hunden mit
lokalen Léasionen besser als bei generalisiert betroffenen Hunden (MARSELLA et
al., 2004a).

1.9.1.6. Misoprostol

Misoprostol, ein Prostaglandin E1 (PGE1) Analogon (MOORE, 1996), ist ein
Medikament, das zuerst bei Allergien in der Humanmedizin eingesetzt wurde.
PGE erhoht das zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP), was wiederum dazu
fihrt, dass die Sekretion von Zytokinen durch die TH1 Zellen selektiv blockiert
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wird (REDER et al, 1994). Desweiteren hemmt Misoprostol die
Lymphozytenproliferation, die Granulozytenaktivierung und die Synthese der
proinflammatorischen Zytokine Interleukin 1 und Tumor-Nekrose-Faktor a
(TNFa) (MARSELLA & OLIVRY, 2001). In einer randomisierten,
placebokontrollierten Studie von Olivry et al. konnte durch die Therapie bei
Hunden mit AD in einer Dosierung von 5 pg/kg dreimal taglich tber drei Wochen
eine signifikante Verbesserung des Juckreizes und der Lasionen erzielt werden.
Hierbei konnte jedoch keine verringerte TNFo Produktion festgestellt werden
(OLIVRY et al., 2003). Als Nebenwirkungen kénnen geringgradig Erbrechen und
Durchfall auftreten (OLIVRY et al., 2003).

1.9.1.7. Pentoxifyllin

Pentoxifyllin ist ein Phosphodiesteraseshemmer mit immunmodulierender
Wirkung. Beim Mensch konnte gezeigt werden, dass dadurch die Produktion von
TNFa, IL-1, IL-6 und IL-12 reduziert wird (NEUNER et al., 1994). Eine
Reduzierung des TNFa durch Pentoxifyllin konnte auch beim Hund nachgewiesen
werden (XU et al., 1994b, 1994a). In einer Studie mit allergischen Hunden konnte
eine Verbesserung der Symptome erzielt werden. In dieser Studie konnte
zusétzlich eine kurze Halbwertszeit des Medikaments im Blut nachgewiesen
werden. Daher wird eine zwei- bis dreimal taglich Gabe empfohlen (MARSELLA
et al., 2000). Die empfohlene Dosierung betragt aufgrund dieser Studie 15 mg/kg
oral. Pentoxifyllin kann auch bei Vaskulitis eingesetzt werden (SCOTT et al.,
2001). In der Humanmedizin ist schon langer bekannt, dass dadurch die Viskositat
der Erythrozyten herabgesetzt (LEONHARDT & GRIGOLEIT, 1977) und
dadurch wiederum die Zellverformbarkeit verbessert wird und somit

minderversorgte Gebiete besser durchblutet werden kénnen.

1.9.1.8. Leukotrien-Inhibitoren

Leukotrien-Inhibitoren werden in der Humanmedizin bei atopischen oder
entzlindlichen Reaktionen eingesetzt, da Leukotriene eine wichtige Rolle in der
Entstehung einer Entzindungsreaktion spielen. Je nach Medikament werden
dadurch entweder Enzyme des Lipooxygenasewegs gehemmt und somit die
Leukotrienproduktion herabgesetzt, oder Leukotrienrezeptoren antagonisiert
(MARSELLA & OLIVRY, 2001). Die Applikation erfolgt oral. Auch bei Hunden

konnte eine positive Wirkung bei allergischer Reaktion festgestellt werden
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(DEBOER et al., 1992; BELL et al., 1993; CARDELL et al., 2000). Das Préparat
Zileuton (A-64077, Ziflo®, Abbott Laboratories; IL) hemmt die
Leukotrienproduktion, vor allem von LTB4 und LTE,4 bei einer Dosis von 0,5
mg/kg — 5 mg/kg (CARTER et al., 1991; TAGARI et al., 1993). Die Applikation
kann bis zu dreimal taglich erfolgen (MARSELLA & OLIVRY, 2001). In der
gleichen Studie wird diese Art von Medikation jedoch nur als

Préaventivmalinahme empfohlen.

1.9.1.9. Weitere symptomatische Therapien

Desweiteren werden noch Interferon, das Alkaloid Capsaicin, trizyklische
Antidepressiva und Hemmer der Serotoninwiederaufnahme bei der Behandlung
von caniner atopischer Dermatitis verwendet (MARSELLA & OLIVRY, 2001;
OLIVRY & MUELLER, 2003). Uber die Effektivitat kann man bis jetzt noch
kaum eine Aussage treffen, da in der Literatur nur wenige Angaben aus der

Tiermedizin zu finden sind
1.9.2.  Allergen-spezifische Therapie

1.9.2.1. Allergen-spezifische Immuntherapie

Die allergen-spezifische Immuntherapie (ASIT), auch Hyposensibilisierung, oder
Desensibilisierung genannt, ist eine Therapieform, die die Allergie an sich und
somit nicht nur die Symptome behandelt. Der Patient soll dadurch weniger
sensibel gegenliber den Allergenen gemacht werden. Diese Form der Therapie ist
indiziert, wenn der Allergenkontakt nicht vermieden werden kann, und wenn mit
symptomatischer Therapie keine Verbesserung erzielt wird, oder mit
unerwiinschten Nebenwirkungen einhergeht (GRIFFIN & HILLIER, 2001). Falls
bei einer symptomatischen Therapie der Erfolg ausbleibt, kann auch bei saisonal
betroffenen Tieren mit kurzer Dauer der Symptome eine ASIT angezeigt sein
(OLIVRY & SOUSA, 2001a).

Es handelt sich hierbei um regelmaRige, meist subkutan applizierte Injektionen
eines Allergenextrakts. Auch orale (GRIFFIN & HILLIER, 2001) und
intradermale (MUELLER et al., 1999) Applikationen wurden schon getestet.

Die Zusammensetzung des Allergenextrakts fir die Injektionen héngt von den
beteiligten Allergenen ab, die auf Grund der Anamnese und der Ergebnisse eines

Intrakutantests oder eines Serumallergietests bestimmt werden. Es konnte kein
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Unterschied beziiglich der Erfolgsrate abhéngig von der Testmethode festgestellt
werden (SCHNABL et al., 2006). Zu Beginn der Therapie wird in der
Induktionsphase die Dosis langsam bis zur Enddosis gesteigert, welche dann als
Erhaltungsdosis weiter verabreicht wird. Die Dosis kann ber mehrere Wochen
mit einmal wochentlicher Applikation langsam gesteigert werden. Eine andere
Methode ist die Rush-Immuntherapie, bei der innerhalb von sechs Stunden auf die
Erhaltungsdosis gesteigert wird. Dies sollte jedoch nur in einer daflr
ausgestatteten Klinik und mit stetiger Uberwachung des Patienten durchgefiihrt
werden, um bei mdglichen Nebenwirkungen schnell eingreifen zu konnen.
(MUELLER & BETTENAY, 2001).

Die Vorteile einer ASIT gegeniiber anderer Therapieformen sind:

e Injektionen werden weniger haufig verabreicht als die symptomatischen

Therapien
e Essind keine Langzeitnebenwirkungen bekannt

e Die Akzeptanz einer Spritze ist bei Hunden meist besser als orale

Dauermedikation

e Die Allergie als Grundursache wird behandelt und der Patient

maoglicherweise geheilt
Nachteile einer ASIT gegeniiber anderer Therapieformen sind:
e Die Angst der Besitzer Spritzen zu geben
¢ Die Gefahr eines anaphylaktischen Schocks
e Nur in Glasampullen erhéltlich und somit die Gefahr zu zerbrechen
e Teuer, mit dem Risiko, keine Verbesserung zu erzielen
(GRIFFIN & HILLIER, 2001).

Wie im letzten Punkt der Nachteile schon ersichtlich, spricht nicht jeder Hund auf
die Therapie an. In einer Studie waren 15,4% Therapieversager, ebenfalls 15,4%
zeigten jedoch eine komplette Remission nur mittels der ASIT. Bei 48,7% konnte
die symptomatische Therapie um 50% reduziert werden und es wurde eine
deutliche Besserung der Symptome erreicht. Bei 20,5% war die Verbesserung
moderat (SCHNABL et al., 2006). Der Erfolg einer ASIT scheint weder vom
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Alter der Hunde bei Beginn der Therapie noch von der Dauer der Erkrankung vor
der Therapie abhdngig zu sein (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Auch die
Anzahl der Allergene, die verwendet werden, haben laut einer Studie keinen
Einfluss (SCHNABL et al., 2006).

Die haufigsten Nebenwirkungen sind vermehrter Juckreiz nach Injektion einer
hoheren Dosis (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).

Durch die ASIT werden regulatorische T-Zellen angeregt, die 1L-10 sezernieren
und damit die allergische Immunantwort unterdriicken (KEPPEL et al., 2008).

Der Allergietest an sich kann durch die Verwendung symptomatischer Therapie
negativ beeinflusst werden, das heif3t, dass evtl. Reaktionen ausbleiben. Es konnte
gezeigt werden, dass bei einer Verwendung von Zyklosporin (Atopica®, Novartis
Animal Health, Greensboro, NC, USA) fur mehr als sechs Wochen das Ergebnis
des Hauttest verféalscht wird, wohingegen bei einer nur vierwdchigen Anwendung
keine Verfalschung auftrat (GOLDMAN et al, 2010). Auch bei topisch
angewendeter 0,1% Tacrolimus Salbe (Protopic® 0,1%) kann die Spatreaktion
beeinflusst werden und somit evtl. ein verféalschtes Testergebnis zur Folge haben.
Die Sofortreaktion innerhalb von 15 Minuten scheint nicht beeinflusst zu sein. Es
wird daher empfohlen, vor einem Intrakutantest die Salbe mindestens vier
Wochen vorher abzusetzen (MARSELLA et al., 2004a). Weitere Medikamente,
die das Testergebnis beeinflussen konnen, sind Antihistaminika und
Kortikosteroide. Antihistaminika sollen zwei Wochen vor einem Intrakutantest
nicht mehr gegeben werden, auf den Serumallergietest haben sie keine
Auswirkung. Kortikosteroide missen vier Wochen vor beiden Testmethoden
abgesetzt werden. Bei Verwendung des 0,0548% Hydrocortisonazeponatsprays
wird ein Absetzen zwei Wochen vor einem Intrakutantest empfohlen (BIZIKOVA
et al., 2010).

2. Fettsauren

2.1. Allgemein
Die Fettsduren lassen sich in zwei groBe Gruppen einteilen. Es gibt gesattigte und
ungesattigte Fettsduren. Der Hauptunterschied zwischen diesen beiden Gruppen
ist, dass gesattigte im Gegensatz zu ungesattigten Fettsduren keine

Doppelbindungen aufweisen. Mehrfach ungeséttigte Fettsauren besitzen mehr als
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eine Doppelbindung. Ungeséttigte Fettsduren werden therapeutisch bei der
Behandlung von caniner atopischer Dermatitis eingesetzt, wohingegen die

gesattigten FS in diesem Zusammenhang keine Rolle zu spielen scheinen.

2.2. Ungesattigte Fettsauren

Die ungesattigten Fettsduren werden als essentielle Fettsduren therapeutisch bei
Hunden mit CAD angewendet, da ihnen eine antiinflammatorische und
immunmodulierende Wirkung nachgesagt wird (ZIBOH et al., 2000; STEHLE et
al., 2010). Auch haben sie einen positiven Effekt auf die bei Allergikern gestorte
Hautbarriere (TRETTER & MUELLER, 2011). Sie lassen sich in drei Gruppen
einteilen: Omega-3 FS (n-3), Omega-6 FS (n-6) und Omega-9 FS (n-9), wobei die
ersten beiden genannten Gruppen die essentiellen FS und somit auch die
relevanten FS sind. Das ,,n“ und die dahinter stehende Ziffer geben die Position
der ersten Doppelbindung des Molekiils vom terminalen Methyl-Ende aus gezahlt
an. Ungesattigte Fettsdauren sind essentiell, wenn sie durch die Nahrung
aufgenommen werden mussen. Bei den 18 C-Atom langen ungesattigten n-3 und
n-6 Fettsauren ist dies der Fall. Sie kommen in vielen pflanzlichen Olen vor. Die
langeren PUFAs (polyunsatturated fatty acids) wie EPA (Eicosapentaensdure) und
DHA (Docosahexaensdure) findet man in Fischdlen (CALDER, 2006) und
konnen durch Verzehr dieser dem Korper zugefiihrt werden. Sie konnen jedoch
auch im Korper durch die Umwandlung der 18-C-Atom langen Fettsduren
produziert werden. (ZIBOH & MILLER, 1990). Die drei Gruppen beeinflussen
sich gegenseitig im Metabolismus: Omega-3 FS hemmen die Biokonversion der
Omega-6 FS und diese hemmen ihrerseits den Metabolismus der Omega-3 FS.
Beide, Omega-3 und Omega-6 FS, hemmen die Formation der nichtessentiellen
Omega-9 FS (ZIBOH & MILLER, 1990).

2.2.1. Omega-3 Fettsauren

Zu den Omega-3 Fettsduren gehoren o-Linolensédure (ALA; 18:3n-3),
Eicosapentaensédure (EPA, 20:5n-3) und Docosahexaensdure (DHA, 22:6n-3). Die
Strukturformeln in Klammer kennzeichnen mit der ersten Ziffer die Anzahl der C-
Atome. Die zweite Ziffer gibt die Anzahl der Doppelbindungen an und das ,,n-mit
Ziffer”, wie oben bereits erwihnt, die Position der ersten Doppelbindung. o
Linolensdure (18:3n-3) hat somit z.B. 18 C-Atome, 3 Doppelbindungen, wobei

die erste Doppelbindung am dritten C-Atom vom terminalen Methyl-Ende gezéhlt
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auftritt (ZIBOH & MILLER, 1990). ALA wird nach Aufnahme durch das Futter
im Korper zu EPA und dann weiter zu DHA umgewandelt. Hierfur wird zum
einen das Enzym delta-6-Desaturase bendtigt, was daflr sorgt, dass neue
Doppelbindungen eingebaut werden. Zum anderen benétigt man das Enzym
Elongase zur Elongation, was dazu fuhrt, dass das Molekiil mehr C-Atome
aufweist. Somit wird durch die delta-6-Desaturase zum Beispiel die Umwandlung
von 18:2n-6 zu 18:3n-6 katalysiert und durch die Elongation 18:3n-6 zu 20:3n-6
(DGLA) (ZIBOH & MILLER, 1990).

Essentiellen Fettsauren wirken antiinflammatorisch. ALA wird, wie oben schon
erwéhnt durch die delta-6-Desaturase zu EPA umgewandelt. Aus EPA werden
dann Eicosanoide der Serie 1 und 3 produziert. Diese Eicosanoide haben eine
antiinflammatorische Wirkung. Durch die delta-6-Desaturase wird auch die
Omega-6 FS Linolsdure (LA) zu y-Linolenséure und dann durch die Elongation
weiter zu Dihomo-y-Linolensédure (DGLA) und diese dann durch die delta-5-
Desaturase weiter zu Arachidonsdaure (AA) umgewandelt. Aus DGLA werden
dann ebenfalls Eicosanoide der Serie 1 und 3 gebildet, somit wird auch hier eine
antiinflammatorischne ~ Wirkung  erzielt. Aus AA werden jedoch
proinflammatorische Eicosanoide der Serie 2 produziert. Da ALA aber die
Enzymaktivitat der Desaturase mehr auf sich zieht, wird die Umwandlung der AA
durch ALA verringert. Das zeigt, dass ALA nicht nur antiinflammatorisch wirkt,
sondern auch die Produktion proinflammatorischer Mediatoren hemmt. (ZIBOH
& CHAPKIN, 1988). Diese Wirkung wird bei der Therapie mit essentiellen

Fettsduren angestrebt.

2.2.2. Omega-6 Fettsauren

Zu den Omega-6 FS gehdren Linolséure (LA, 18:2-n6), y-Linolensaure (GLA,
18:3-n6), Dihomo-y-Linolensédure (DGLA, 20:3-n6) und Arachidonsdure (AA,
20:4-n6). Die essentielle FS LA muss durch das Futter in Form von Pflanzendlen
aufgenommen werden. Sie wird erst zu GLA und dann weiter zu DGLA und AA
umgewandelt. DGLA wird durch das Enzym delta-5-Desaturase zu AA
(proinflammatorisch) und zu Eicosanoiden der Serie 1 (antiinflammatorisch)
umgewandelt (ZIBOH & MILLER, 1990). Aus der Arachidonsaure wird (ber den
Cyklooxygenaseweg Prostaglandin E, (PGE;), Prostaglandin F,, (PGF,,) und
Prostaglandin D, (PGD) gebildet. Uber den Lipooxygenaseweg und dem Enzym

5-Lipooxygenase konnen aus der Arachidonsdure (AA) Leukotriene entstehen
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(ZIBOH et al., 2000; SCHLOTTER et al., 2010). Bei atopischen Hunden konnte
mittels gPCR von Hautbiopsien eine erhohte mRNA-Expression von 5-
Lipooxygenase, 5-Lipooxygenase-Aktivierungsprotein und der Prostaglandin-
Synthase 1 festgestellt werden (SCHLOTTER et al., 2010).

2.3. Eicosanoide
Eicosanoide sind hydrophobe hormonéhnliche Substanzen, die im Korper als
Mediatoren fungieren. Sie spielen eine Rolle als Immunmodulatoren,
Neurotransmitter und bei entziindlichen Prozessen. Sie entstehen aus mehrfach
ungesattigten langkettigen Fettsduren, wie zum Beispiel der Arachidonsdure.
Zuvor missen die Fettsauren aus den Phospholipiden der Zellmembran mittels
einer Phospholipase freigesetzt werden. Bei der Arachidonsdure ist dies die
Phospholipase A; (SCHLOTTER et al., 2010). Zu den einzelnen Vertretern der
Eicosanoide gehoren Prostaglandine, Prostacycline, Thromboxane und
Leukotriene. Dies ist abhdngig von den zuvor freigesetzten Fettsauren und deren
anschlieBende Umwandlung durch Enzyme (ZIBOH & MILLER, 1990). Bei der
Entstenung der einzelnen Vertreter sind drei Enzyme beteiligt: die
Lipooxygenase, durch die die Leukotriene gebildet werden, die Prostaglandin-H-
Synthase, durch die Thromboxane und Prostaglandine gebildet werden und die
Epoxigenase, durch die Fettsdureepoxide gebildet werden. Die Prostaglandin-H-
Synthase besteht aus dem Enzym Cyclooxygenase und Peroxidase. Sie wirken an
den Zellen dber, auf der Zelloberflache sitzende, G-Protein-gekoppelte
Membranrezeptoren. Man kann die Eicosanoide in drei Serien einteilen. Die Serie
1 (aus DGLA) und die Serie 3 (aus EPA) wirken entziindungs- und
schmerzhemmend. Die Serie 2 (aus AA) wirkt entziindungs- und

schmerzfordernd. Hier eine Ubersicht der Eicosanoide:

1. Serie 1 (antiinflammatorisch) : PGE;, PGF,;, TXA;, LTA3;, LTC; und
LTD;

2. Serie 2 (entzindungsfordernd, immunsuppressiv) : PGE,, PGF;, PGl,,
TXAz, LTA,, LTB4, LTC4und LTD,

3. Serie 3 (antiinflammatorisch): PGE3, PGFs, &' Prostacyclin, TXAg, LTAs,
LTBs und LTCs

Daher wird bei der Therapie von CAD mit essentiellen Fettsduren versucht den

Gehalt an Arachidonsdure und somit die Produktion der Serie 2 Eicosanoide zu
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reduzieren, und den Gehalt an EPA und damit die Serie 1 und 3 Eicosanoide zu
erhohen. Dadurch soll die Entzindungsreaktion gesenkt werden. (WRIGHT,
1991).

Arachidonséure

durch Phosphilopase A
freie Arachidonsaure

durch COX: "“1":"1;’;%}“ durch5LO + FLAP:
,
PGGZ LTA4

PGH2 ‘ 15-HETE LTB4

N p— — |

= — .

| durchmPGES-1: | LTC4
PGD2 - |
Lipoxin A4 - .
PGE2
o LTD4
TXA2 '
PGF20

Abb. 1: Konversion der Arachidonsdure, modifiziert nach Schlotter et al.
(SCHLOTTER et al., 2010)

2.4. Ceramide
Ceramide sind eine Untergruppe der Sphingolipide und neben Cholesterol und
freien Fettsduren ein wichtiger Bestandteil der Doppellipidschicht im Stratum
corneum der Haut (FEINGOLD, 2007). Die Sphingolipide bestehen aus
Sphingoidbasen, die wiederum aus Phytophsingosin, Sphingosin, 6-
Hydroxysphingosin bestehen. Diese Sphingoidbasen sind amidartig an Fettsauren
gebunden, welche entweder o-Hydroxy-, nicht-Hydroxy-, oder -
Hydroxyfettsduren sind (ROBSON et al.,, 1994; CODERCH et al.,, 2003).
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Ceramide sind wichtig fur die Hautbarriere, die die Haut vor Austrocknung und
vor Eindringen von Allergenen schitzen soll. Das Stratum corneum besteht
hauptséchlich aus Korneozyten, also aus differenzierten Keratinozyten
(FEINGOLD, 2007). In der Humanmedizin fand man heraus, dass Ceramide die
Keratinozytendifferentierung stimulieren und die Keratinozytenproliferation
hemmen (WAKITA et al., 1994) und somit die Formation des Stratum corneums
beeinflussen konnen (FEINGOLD & JIANG, 2011). Es gibt freie wie auch
proteingebundene Ceramide. Zu den proteingebundenen Ceramiden zahlen
Cer[OS], Cer[OP] und Cer[OH] (POPA et al., 2010). Diese drei
proteingebundenen Ceramide bestehen aus o-Hydroxyfettséuren, die entweder an
Sphingosin (Cer[OS]), Phytosphingosin (Cer[OP]) oder 6-Hydroxysphingosin
(Cer[OH]) gebunden sind (POPA et al., 2010). Die Ceramide Cer[EOS], Cer[NS]
Cer[NP], Cer[EOH], Cer[AS], Cer[NH], Cer[AP], Cer[AH] und Cer[EOP]
gehdren zu den freien Ceramiden (REITER et al., 2009; POPA et al., 2010). Dies
gilt sowohl fir die Tier- als auch fir die Humanmedizin. Die freien Ceramide
werden, sowohl in der Human- als auch in der Tiermedizin in neun Klassen (siehe
Abb. 2) eingeteilt. Die Nummerierungen beziehen sich auf ein altes
Einteilungssystem, nach dem die Ceramide aufgrund ihrer Polaritdt eingeteilt
wurden. Umso groRer die Polaritét, desto hoher die Ziffer. Die jeweilige Polaritat
konnte mittels Dunnschichtchromatographie bestimmt werden (WERTZ &
DOWNING, 1983). Dieses Einteilungssystem erwies sich jedoch nach
Entdeckung neuer Ceramidklassen als unpraktisch, worauf ein neues
Einteilungssystem eingefiihrt wurde. Es werden hierbei Buchstaben zur

Abkirzung verwendet, welche sich auf die Strukturen der Ceramide beziehen.
Abkirzungen der Ceramidklassen:
e Cer 1 [EOS]: estergebundene Fettsdure, m-Hydroxyfettsdure, Sphingosin
e Cer 2 [NS]: nicht-Hydroxyfettséure, Sphingosin
e Cer 3 [NP]: nicht Hydroxyfettsduren, Phytosphingosin
e Cer 5 [AS]: a-Hydroxyfettsauren, Sphingosin
e Cer 7 [AP]: a-Hydroxyfettsauren, Phytosphingosin

(MOTTA et al., 1993)
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Spéater kamen noch drei weitere Ceramidklassen hinzu (CODERCH et al., 2003):
e Cer 4 [EOH]: ®-O-acylhydroxyséaure, 6-Hydroxysphingosin
e Cer 6 [NH]: nicht-Hydroxyfettsauren, 6-Hydroxysphingosin
e Cer 8 [AH]: a-Hydroxyfettsauren, 6-Hydroxysphingosin

Die neunte und bis jetzt letzte Ceramidklasse folgte kurze Zeit spater (PONEC et
al., 2003):

e Cer 9 [EOP]: ®-O-acylhydroxysédure, Phytosphingosin

Daraus lassen sich allgemein folgende Abkirzungen ableiten:

P Sphingoidbase = Phytosphingosin

S Sphingoidbase = Sphingosin

H Sphingoidbase = 6-Hydroxysphingosin

@) Fettsdure (amidartig an Ceramid gebunden) an -Stellung

hydroxyliert

A Fettsdure (amidartig an Ceramid gebunden) an a-Stellung
hydroxiliert

N Fettsdure (amidartig an Ceramid gebunden) an a-Stellung nicht
hydroxiliert

E Esterartige Verbindung der Fettsdaure (amidartig an Ceramid

gebunden) mit einer anderen Fettsdure an o-Stellung

Tabl. 1: Abkirzungsschema der Ceramidklassen

Die Vorstufen der Ceramide sind zum Beispiel Glycosylceramid, Phospholipide
und Cholesterolsulfat. Zu den Enzymen, die zur Bildung der Ceramide und freien
Fettsduren bendtigt werden, zahlen unter anderem [-Glucocerebrosidase,
Sphingomylinase, sekretorische Phospholipase A2 (ELIAS & SCHMUTH, 2009).
Man glaubt, dass die Lipidsynthese in den Keratinozyten des Stratum granulosum
stattfindet JUNGERSTED et al., 2008).

Die oben genannten Erkenntnisse stammen groftenteils aus der Humanmedizin,

wurden aber fur die Tiermedizin Gbernommen, da in einer Studie gezeigt werden
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konnte, dass Ceramide im Stratum corneum von Hunden denen der Menschen
sehr &hnlich sind (POPA et al, 2010). Es ist bekannt, dass vor allem
Ceramidklasse 1 und 1X bei Allergikern von Bedeutung sind. Es konnte in einer
Studie gezeigt werden, dass diese beiden Gruppen bei Hunden mit CAD
verringert sind (REITER et al., 2009). Es wird vermutet, dass dies die
Hautbarriere schwacht und dadurch die Allergene leichter in die Haut eindringen
kénnen und Symptome verursachen. Die gleiche Beobachtung wurde auch bei
Menschen, die an AD leiden, gemacht (IMOKAWA et al., 1991; YAMAMOTO
et al.,, 1991; DI NARDO et al., 1998). Der Gehalt an Cholesterol im Stratum
corneum ist sowohl beim Mensch als auch bei Hunden mit AD erhdht (DI
NARDO et al, 1998; REITER et al., 2009). In einer anderen Studie mit
atopischen Hunden fand man zusétzlich zu Cer [EOS] und Cer [EOP] auch Cer
[NP] erniedrigt (YOON et al., 2011). In der Humanmedizin wird eine Ursache in
einem Enzym namens Sphingomyelin (SM)- und Glucosylceramid (GCer)-
Deacylase (kurz SM-GCer-Deacylase) gesehen. Dieses Enzym soll mit der
Sphingomyelinase und der Glucosylceramidase konkurrieren, welche normal fir
die Umwandlung der Ceramide verantwortlich sind. Die SM-GCer-Deacylase
hydrolisiert SM und GCer an dem Acyl-Ende, wodurch anstatt Ceramide
Sphingosylphosphorylcholine oder Glucosylphsingosine entstehen (IMOKAWA,
2009). Schon friher wurde diskutiert, ob der Sphingomyelinmetabolismus und
vor allem die Sphingomyelin-Deacylase eine Rolle bei der gestérten Hautbarriere
spielt (HARA et al., 2000).
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Abb. 2 Strukturen und Klassifikation der Ceramide (MOTTA et al., 1993;
MADISON, 2003)

Es gibt drei mégliche Ceramidsynthesewege (Abb. 3). Ein moglicher Weg lauft
Uber das Enzym Serin-Palmitoyl-CoA Transferase, ein anderer Uber
Glycosphingolipide, z.B. Cerebroside und der dritte ber Sphingomyelin. Die
zwei zuletzt genannten Wege scheinen von groerer Bedeutung fur die
Hautbarrierenzusammensetzung zu sein (HOLLERAN et al., 1994; SCHMUTH et
al., 2000; JENSEN et al., 2004).
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Palmitat + Serin
@ Serin Palmitoyl- CoA Transferase
Ketosphinganin
Ketosphinganin Reduktase
Sphinganin fatty acyl- CoA
/ Glvkosphingolipid
@ —== CoA
Cerebrosidase
Dihydroceramide
Dihydroceramid-
Desaturase
CERAMID
Sphingomyelinase
Sphingomyelin

Abb. 3: Ceramidsynthesewege, modifiziert nach Jungersted et al. (JUNGERSTED
et al., 2008)

2.5.  Therapeutischer Einsatz von essentiellen Fettsauren bei CAD
Essentielle Fettsauren werden als symptomatische Therapie bei CAD entweder als
Spot-on-Praparat oder oral verabreicht. Der Vorteil der Fettsdurenpraparate, im
Vergleich zu anderen symptomatischen Therapien sind die sehr geringen
Nebenwirkungen, was sie zu einer ,,sicheren* Alternative macht (OLIVRY et al.,
2001b; MUELLER et al.,, 2004). Bei der oralen Verabreichung kann es zu
Durchfall kommen (SCOTT et al., 1992). Bei der Spot-On Gabe sind bis jetzt
keine Nebenwirkungen bekannt. Fettsduren haben drei grole Ansatzpunkte. Sie
verbessern die Hautbarriere, da sie in die Ceramide eingebaut werden und somit
die Doppellipidschicht verbessert werden soll (TRETTER & MUELLER, 2011).
Sie greifen in die Entzindungskaskade ein, indem sie die Synthese der

antiinflammatorischen  Eicosanoide stimulieren und die Synthese der
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proinflammatorischen Eicosanoide hemmen (ZIBOH & CHAPKIN, 1988).
Desweiteren haben sie eine immunmodulatorische Wirkung, da sie die
mononukledren Zellen des peripheren Bluts beeinflussen. Es konnte eine
signifikante Reduktion der Proliferation dieser Zellen durch die Fettsauren ALA,
die Gemische aus EPA/DHA und GLA/EPA/DHA gezeigt werden (STEHLE et
al., 2010).

Die Effektivitat ist bis jetzt noch nicht eindeutig geklart. Zwar gibt es einige
Studien Uber den Einsatz von essentiellen Fettsauren bei CAD, jedoch sind die
meisten Studien entweder nicht placebokontrolliert, verblindet, oder die Praparate
wurden Uber einen zu kurzen Zeitraum verabreicht (OLIVRY et al., 2001b). Dies
fuhrt dazu, dass man teilweise widersprichliche Angaben findet. Es wurde in
verschiedenen Studien untersucht, ob essentielle Fettsduren auf klinische
Symptome, wie Hautlasionen und Juckreiz eine Auswirkung haben. Man findet
auch hier mehrere Angaben. Neuere Studien zeigen, dass bei oraler
Fettsdurengabe eine Verbesserung des Juckreizes und der Hautlasionen eintritt
(MUELLER et al., 2004; MUELLER et al., 2005). In einer Studie konnte gezeigt
werden, dass die Verbesserung auf Fettsaurensupplementierung auch abhéngig
von dem jeweiligen Stadium der CAD ist. Somit haben Hunde in einer frilhen
Phase der CAD deutlicher mit einer Juckreizreduzierung als chronisch erkrankte
Hunde reagiert. Auch die Arachidonséureproduktion war bei den Hunden in der
frihen Phase, im Vergleich zu den chronischen Hunden, signifikant herabgesetzt
(ABBA et al., 2005). In einer friheren Studie reagierten &ltere Hunde ebenfalls
nicht so gut auf orale Fettsaurengabe wie die jingeren (SCOTT et al., 1997).

Die Fettsduren stellen nicht nur eine ,sichere® Alternative zu den restlichen
symptomatischen Therapieformen da, sondern sie kénnen auch dazu fuhren, dass
die Dosis z.B. von Prednisolon, bei gleichzeitiger Anwendung, reduziert werden
kann (SCOTT & MILLER, 1993; BOND & LLOYD, 1994; SAEVIK et al.,
2004). In einer Studie konnte die Reduzierung nach 12 Wochen Fettsaurengabe,
in diesem Fall Nachtkerzen- und Fischél, durchgefiihrt werden (BOND &
LLOYD, 1994). Ebenfalls nach 12 Wochen, aber mit einer Kombination aus
Fisch- und Boretschol wurde die Reduzierung bei einer anderen Studie
durchgefuhrt (SAEVIK et al., 2004). Auch bei anderen antiinflammatorischen
Medikamenten, wie Antihistaminika wird bei gleichzeitiger Fettsdurengabe ein
synergistischer Effekt gesehen (SCOTT & MILLER, 1990, 1993). Der Juckreiz
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verbesserte sich bei 34,8% von insgesamt 43 Hunden, indem man das
Antihistaminikum Chlorpheniramin  mit essentielle Fettsduren enthaltenden
Kapseln (DVM Derm Caps) kombinierte (SCOTT & MILLER, 1990).

Die meisten Studien Uber essentielle Fettsauren beschéftigen sich mit der oralen
Gabe. Mittels eines kommerziell erhaltlichen Lamm/Reis- Futters lies sich der
Juckreiz bei acht von 18 Hunden verbessern. Das Verhéltnis Omega-3-:0mega-6-
Fettsduren betrug in diesem Fall 5,5:1. Der Juckreiz verschlechterte sich nach
Absetzen der Diat innerhalb von 3 bis 14 Tagen und konnte durch eine erneute
Gabe der Testdiat wieder verbessert werden (SCOTT et al., 1997). Diese Studie
war jedoch nicht placebokontrolliert, oder doppelt verblindet. Das Verhéltnis n-3
FS zu n-6 Fettséduren von 5,5:1 ist geeignet, um Symptome zu verbessern (SCOTT
et al,, 1997). Jedoch durch eine reine n-3 FS Gabe ist dies auch mdglich
(MUELLER et al., 2005). In einer friiheren Studie von Mueller et al. konnte keine
Korrelation zwischen Klinischer Verbesserung, totaler Fettsdurenaufnahme und
dem Verhaltnis n-3:n-6 FS festgestellt werden (MUELLER et al., 2004). Es gibt
Studien, bei denen der gesamt Fettsdurengehalt mindestens 100 mg/kg/d betrug
(BOND & LLOYD, 1992; STURE & LLOYD, 1995). Als Therapiedauer wird
von der ACVD eine Dauer von mindestens drei Monaten empfohlen (OLIVRY et
al., 2001b). Topisch applizierte Fettsdurenpréparate kénnen den Aufbau des
Stratum corneum positiv beeinflussen, indem dadurch lamellare Lipide neu
organisiert wurden, was mittels Elektronenmikroskop untersucht wurde
(PIEKUTOWSKA et al.,, 2008). Eine Verbesserung des Juckreizes kann bei
topischer Applikation erfolgen (TRETTER & MUELLER, 2011). Spot-on-
Préaparate wurden in dieser Studie von den Besitzern im Vergleich zu einem Spray

bevorzugt, da die Applikation leichter durchfiihrbar war.

Es wird vermutet, dass einige Hunde nicht so gut oder gar nicht auf eine
Fettsdurentherapie ansprechen, da sie einen Mangel an delta-6-Desaturase
aufweisen (SCOTT et al., 1997). Die Vermutung wurde aufgrund erhéhter LA
Plasmakonzentrationen gestellt. LA wird normalerweise durch die delta-6-
Desaturase zu GLA konvertiert (ZIBOH & MILLER, 1990). Desweiteren hatten
die Hunde in dieser Studie, die nicht auf die Therapie ansprachen, insgesamt
geringere Fettsdurenkonzentrationen aller Fettsauren im Plasma. Bis jetzt konnte
diese Theorie jedoch noch nicht bestatigt werden (SAEVIK et al., 2002).
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2.6. Hautbarriere
Es ist bekannt, dass Allergene zum einen ber den Atmungstrakt, zum anderen
direkt Gber die Haut, also Gber das Stratum corneum der Epidermis eindringen
koénnen (OLIVRY & HILL, 2001; MARSELLA et al., 2006). Die Epidermis
besteht aus mehreren Schichten: dem Stratum corneum, Stratum granulosum,
Stratum spinosum und dem Stratum basale. Das Stratum corneum besteht aus
Korneozyten, deren Interzellularraum durch lamellenférmig angeordnete Lipide
ausgeflllt wird. Diese Lipide bestehen hauptsachlich aus Ceramiden und
zusatzlich Cholesterol und freien Fettsduren (ZIBOH & MILLER, 1990; ELIAS
& SCHMUTH, 2009). Diese Lipide sind stark hydrophob und hemmen dadurch
den Wasserverlust Gber die Haut (ELIAS, 2005). Diese Lipide gelangen in Form
von Vorstufen nach Sekretion durch den epidermalen Lamellarkorper zum
Stratum corneum. Diese Vorstufen sind z.B. Glycosylceramid, Phospholipide und
Cholesterolsulfat (ELIAS & SCHMUTH, 2009). Bei gesunden Hunden fungiert
das Stratum corneum mit seiner Doppellipidschicht als Hautbarriere. Es kann
somit vor dem Eindringen von z.B. Allergenen und anderen Stoffen von aufRen
schutzen. Bei Hunden mit AD ist der Lipidgehalt des Stratum corneum, vor allem
der Gehalt an Ceramidklasse I und IX (REITER et al., 2009), verringert, was zu
einer gestorten Hautbarriere fihrt (HIGHTOWER et al., 2010). Auch die Dicke
der intrazelluldaren Lipide in der genannten Doppellipidschicht ist bei atopischen
Hunden kleiner als bei gesunden Hunden, was mittels Elektronenmikroskop
sichtbar gemacht werden konnte (INMAN et al., 2001). Aufgrund dieser Stérung
des Stratum corneums wird vermutet, dass Allergene leichter von auflen
eindringen kénnen. Zusatzlich ist der Transepidermale Wasserverlust erhdht
(SHIMADA et al, 2009; HIGHTOWER et al., 2010). Es scheint einen
Zusammenhang zwischen verringertem Ceramidgehalt und transepidermalem
Wasserverlust (TEWL) zu geben, da der TEWL bei Hund mit AD und geringem
Ceramidgehalt hoher ist, als bei gesunden Hunden und normalem Ceramidgehalt
(SHIMADA et al., 2009). In einer Pilotstudie wurde die Hautbarriere bei Hunden
Hkiinstlich geschiddigt, indem das Stratum corneum mehrmals mittels
Tesastreifen entfernt wurde. Man testete, ob diese Hunde im Vergleich zu
Hunden, bei denen die Hautbarriere nicht vorgeschadigt war, leichter gegen
Hausstaubmilbe zu sensibilisieren sind. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass
das Hausstaubmilben-spezifische IgE im Serum bei den Hunden mit

vorgeschédigter Hautbarriere schneller und insgesamt hoher als bei den
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Kontrollhunden anstieg. Auch die allergenspezifischen CD4 T-Lymphozyten
waren in dieser Gruppe erhoht (OLIVRY et al., 2011). Somit konnte auch hier
gezeigt werden, dass die Hautbarriere eine Rolle in der Allergieentwicklung
spielt.

3. CADESI

Der aktuelle CADESI 03 ist ein Beurteilungssystem, mit dem Hautldsionen
anhand eines Punktesystems beurteilt werden. Damit soll es mdglichst objektiv
gelingen leichte von moderaten und schweren Allergikern zu unterscheiden
(OLIVRY et al., 2008). Je hoher die erreichte Punktezahl, desto schwerer ist die
Allergie. Von Olivry et al. wurden fir jeden Schweregrad geltende Bereiche
definiert: in Remission (0 - 15), milde AD (16 - 59), moderate AD (60 - 119) und
schwere AD (> 120). Es konnen bei diesem CADESI 03 an 62 verschiedenen
Korperregionen Punkte von O (= leicht) bis 5 (= schwer) flr vier verschiedene
Hautl&sionen vergeben werden. Die zu bewertenden Hautldsionen sind Erythem,
Alopezie, Lichenifikation und Exkoriation (OLIVRY et al., 2008). Der CADESI
wurde als geeignetstes Beurteilungssystem fur die Hautlasionen bei CAD
festgelegt, nachdem er in den Jahren zwischen 2004 - 2006 mit anderen Systemen
verglichen wurde (OLIVRY et al., 2007; OLIVRY et al., 2008). Der Schweregrad
der Allergie ist damit vor allem in Studien die Aussagen Uber Interventionen bei
der CAD treffen gut zu beurteilen (OLIVRY et al., 2007).

4. Juckreizskala

Da der Juckreiz einer der Hauptsymptome bei CAD ist (SARIDOMICHELAKIS
et al.,, 1999; GRIFFIN & DEBOER, 2001; JAEGER et al., 2010), wird er oft
genutzt, um den Schweregrad der Erkrankung, oder den Erfolg einer Therapie zu
evaluieren. Die Beurteilung des Juckreizes ist eine meist sehr subjektive
Wahrnehmung und flr viele Besitzer schwierig zu beschreiben. Deswegen
wurden im Laufe der Zeit mehrere Skalen erarbeitet, die ein objektives Beurteilen
mdglich machen sollen. Es gab numerische Skalen (MARSELLA et al., 2004b),
sowie Skalen die nach Verhalten eingeteilt waren (MARSELLA et al., 2002). In
einer aktuellen Studie wurden vier verschiedene Skalen verglichen und aus den
Ergebnissen eine neue validierte Juckreizskala kreiert (HILL et al., 2007). Sie ist

eine Kombination aus einer numerischen Skala und einer den Schweregrad
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beschreibenden Skala. Man hat damit die Mdglichkeit den Juckreiz von 1 (mild)
bis 10 (schwer) einzuteilen. Zusatzlich stehen neben den einzelnen Nummern
Beschreibungen fir den Juckreiz passend zu der Ziffer. Dies soll es den Besitzern

ermoglichen eine objektive Beurteilung abzugeben.
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I1. MATERIAL UND METHODEN

1. Topische Applikation essentieller Fettsduren und

atherischer Ole

1.1. Patienten
Insgesamt wurden in die Studie 48 Hunde verschiedener Rassen, verschiedenen
Geschlechts und verschiedenen Alters eingeschlossen. Alle teilnehmenden Hunde
waren an CAD erkrankt, was basierend auf Anamnese und Untersuchung und
nach  Ausschluss moglicher Differentialdiagnosen (z.B. Parasitenbefall,
Infektionen durch Bakterien oder Malassezien) diagnostiziert wurde. Infektionen
wurden mittels Zytologie und Parasiten mittels Geschabsel ausgeschlossen. Die
Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt, mild-mittel (CADESI < 60) oder
schwer (CADESI > 60) erkrankte Hunde. Die Hunde bekamen, mittels
Randomisierungsliste ausgewahlt, entweder das essentielle Fettsduren und
atherische Ole enthaltende Spot-on-Praparat Essential 6 (Dermoscent®, LDCA
France) oder Placebo (bio-diffusing agents, Dermoscent®, LDCA France) einmal
wochentlich  direkt auf die Haut im Nacken aufgetragen. Die
Medikamentenapplikation wurde durch die Besitzer vorgenommen. Drei der 48
Hunde musste friihzeitig die Studie beenden, da aufgrund einer Verschlechterung
der Hautsymptome die Therapie gedndert werden musste. Bei den Hunden in der
Gruppe mit milder CAD mussten systemische Glukokortikoide mindestens sechs
Wochen und Antihistaminika, topische Therapie sowie antimikrobielle Therapie
mindestens zwei Wochen vor Beginn der Studie abgesetzt werden. Bei den
Hunden in der Gruppe mit schwerer CAD und nicht-saisonalen Symptomen waren
Zyklosporin, niedrig dosierte Glukokortikoide, Antihistaminika und topische
Therapien erlaubt, wenn die Hunde trotzdem noch Symptome zeigten und die
Therapie mindestens 12 Wochen vor Beginn der Studie begonnen wurde. Die
Dosierung der erlaubten Therapie in dieser Gruppe durfte wahrend der Studie
nicht verdndert werden und musste Uber die gesamte Dauer der Studie weiter
gegeben werden. Antimikrobielle Therapie war in dieser Gruppe ebenfalls erlaubt,
wenn damit mindestens sechs Wochen zuvor begonnen wurde und wahrend der
Studie die Therapie nicht abgesetzt und die Dosierung nicht geéndert wurde.

Futtermittelallergiker mussten seit mindestens drei Monaten auf ihrer Diét sein.
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Hunde, die eine Desensibilisierung bekamen, mussten diese seit mindestens 12
Monaten bekommen. Sowohl bei dem Futter als auch bei der Desensibilisierung
durften Anderungen nicht vorgenommen werden. Hunde beider Gruppen erhielten
einmal monatlich Fipronil enthaltendes Spot-on (Frontline® Spot-on, Merial,

Halbergmoos) zur Ektoparasitenprophylaxe.

1.2.  Praparat
Bei dem verwendeten Praparat handelt es sich um ein Spot-on-Préparat namens
Essential 6 (Dermoscent®), hergestellt von der Firma Laboratoire de Dermo-
Cosmétique Animale (LDCA, France). Das Préparat enthalt laut Hersteller
essentielle Fettsduren (6mg/ml a-Linolensdure, 30mg/ml Linolsdure) und
itherische Ole gewonnen aus Rosmarin, Lavendel, Melaleuca, Zeder, Teebaum,
Oregano, Samendl, gewonnen aus Hempe und Neem, hautberuhigende und
reinigende Substanzen sowie Vitamin E. Es ist ein rein pflanzliches Praparat. Die
angegebene Wirkung ist laut Hersteller eine Verbesserung der Hautbarriere,
Minderung von Hautirritation und Juckreiz, Hydratisierung der Haut,
talgregulierende Wirkung, Verbesserung des Geruchs und Fellglanzes sowie eine

antioxidative Wirkung.
1.3.  Klinische Evaluierung

1.3.1. CADESI

Die Veranderungen der Haut wurden anhand eines validierten Canine Atopic
Dermatitis Extent and Severity Index, kurz CADESI 03 (OLIVRY et al., 2008),
beurteilt. Dieser CADESI 03 wurde jeweils vor und nach der Studie durchgefihrt.
Mit diesem CADESI 03 konnten je nach Schweregrad Punkte von 1 (leicht) bis 5
(schwer) vergeben werden (OLIVRY et al., 2007). Bewertet werden Alopezie,

Erythem, Lichenifikation und Exkoriation.

1.3.2.  Juckreiz

Innerhalb der acht Wochen der Studie sollten die Patientenbesitzer an allen drei
Besuchen den Juckreiz ihrer Hunde anhand einer Juckreizskala bewerten. Die
Juckreizskala ermdglichte eine Einteilung von O (keinen Juckreiz) bis 10 (sehr
starker Juckreiz) (HILL et al., 2007). Zusatzlich sind die einzelnen Punkte dieser

Juckreizskala mit Beschreibungen des Verhaltens versehen.
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1.3.3. Besuche

Es fanden pro Patient drei Besuche statt. Der Erstbesuch (Tag 0), die erste
Kontrolle nach vier Wochen (Tag 28) und der letzte Besuch acht Wochen (Tag
56) nach Studienbeginn. Wahrend der Besuche wurde neben dem Juckreiz und
den Lé&sionen auch die Hautbeschaffenheit mittels Hautzytologie beurteilt, um

evtl. sekundéare Infektionen oder Entziindungsreaktionen zu erkennen.

1.4.  Probennahme

Von 20 Hunden wurden jeweils zu Beginn und am Ende der Studie mittels eines
Hautklebers (3M™ Vetbond™ Tissue Adhesive) Hautproben genommen. Hierfiir
kiirzte man den Patienten mit einer Schere ca. 5 cm distal der Lendenwirbelsdule
und ca. 10 cm kranial des Hufthockers das Fell. Die GroRe der haarlosen Stelle
betrug ca. 2 x 2 cm. Danach wurde ein Tropfen des Hautklebers auf einen
Objekttrager gegeben, dieser damit auf die freigeschnittene Stelle fiir ca. 10 bis 15
Sekunden gedriickt und danach wieder abgezogen. Somit hatte man die oberste
Hautschicht auf dem Objekttrager. Falls durch die erste Probennahme nicht genug
Material auf dem Objekttrédger haften blieb, wurde diese ein zweites Mal und in
seltenen Féallen ein drittes Mal wiederholt. Die Objekttrager mit dem
Probenmaterial wurden innerhalb von 30 Minuten nach Probengewinnung bei -
20° C bis zur Bearbeitung gelagert.

Abb. 4: verwendeter Cyanoacrylathautkleber
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Abb. 5: Objekttrager nach Probennahme

1.5. Lipidbestimmung
Mit den gewonnen Hautzellen wurde eine Lipidbestimmung mittels
Dunnschichtchromatographie in der Pharmakologie der Tiermedizinischen
Universitat Hannover durchgefihrt. Es wurden damit Ceramidklassen 1, 2, 3, 5, 7,
8, 9, Cholesterol und freie Fettsauren bestimmt. Als Bezugsgrofie diente zum
einen die Flache der Hautzellen auf dem Objekttrdger, zum anderen das Gewicht
vor und nach der Extraktion. Zu Beginn wurden die Flachen auf den Riickseiten
der Objekttrager mit einem wasserfesten Markierstift nachgezeichnet. Nach
Abkratzen der Proben mittels einer Rasierklinge wurden die nachgezeichneten
Flachen abfotografiert. Das abgekratzte Material wurde fir jeden Patient in zwei
separate GlasgefaRe mit Teflondeckel gefullt (Probe vor und Probe nach der

Therapie).

1.5.1. Extraktion

Die Extraktion wurde mit einem Gemisch aus 95% Hexan und 5% Ethanol
durchgefuhrt. Von diesem Gemisch wurden jeweils 4 ml in die GlasgefaRe
gegeben und 20 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt. Danach wurden die
GefaBe zentrifugiert und der Uberstand durch einen Filter in ein vorher
gewogenes Reagenzglas aus Glas Uberflhrt. Die Filter wurden nochmals mit 1 ml
des vorher erwahnten Gemisches durchgespilt, um keine Reste im Filter zuriick
zu lassen. Danach folgte eine Eindampfung bis keine Flissigkeit mehr Gbrig war

sondern nur noch das Lipidextrakt in den Reagenzglédsern. Die nun
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flussigkeitsleeren Reagenzglaser wurden erneut gewogen, um das Gewicht mit
dem Leerzustand zu vergleichen. Die Differenz wurde als zweite BezugsgroRe
verwendet und gab den Gesamtlipidgehalt an. Bis zur Weiterverwendung wurden
die Reagenzglaser bei -20°C gelagert. Vor der Weiterverarbeitung wurden 25 pl
bzw. 100 pl Chloroform:Methanol (2:1) -Gemisch dazugegeben und die Glaser
fur 10 Sekunden in einen Vortexer gestellt.

1.5.2. Dunnschichtchromatographie

Zur Auftrennung der einzelnen Lipidfraktionen im Lipidextrakt wurde die planare
High-performance thin-layer chromatography, kurz HPTLC verwendet. Die
HPTLC ist eine Flussigkeitschromatographie. Die stationdre Phase ist hierbei auf
einem ebenen Trager, in diesem Fall auf einer Glasplatte mit Silicagel, fixiert. Die
mobile Phase ist flussig. In diesem Versuch verwendete man drei verschiedene
Gemische. Eine Trennung der Testsubstanzen erfolgt durch unterschiedliche
Wechselwirkungen (Affinitaten) mit der mobilen und der stationdren Phase. Eine
Identifikation der entsprechenden Lipide kann aufgrund der Laufstrecken der
Substanz relativ zur Laufstrecke der Losungsmittelfront durchgefiihrt werden. Die
so ermittelte GroRRe bezeichnet man als Rf-Wert (Retarding-factor, Relate to
front-factor bzw. Retentionsfaktor). Rf ist somit Laufstrecke der Substanz (b)/

Laufstrecke der Lésungsmittelfront (a) (Rf= b/a).

1.5.3. Plattenvorbereitung

Auf den HPTLC-Silicagel-Platten (10 x 10 cm) wurden zundchst mit einem
Bleistift auf zwei gegenulberliegenden Seiten auf einer Parallele 4 mm vom
Plattenrand und im Abstand von 5 mm die spateren Auftragungspunkte der
Proben markiert. Beim anschlieBenden “Precleaning” wurde die Platte zur
Beseitigung von Schmutzpartikeln mittels Methanol gereinigt. Zur Entfernung des
auf der Plattenoberflache absorbierten Wassers wurde die HPTLC-Platte fir 30
Minuten bei 120°C im Trockenschrank “aktiviert”. Nachdem die HPTLC-Platte
auf Raumtemperatur abgekihlt war, wurden jeweils 1 pl der Lipidextrakte bzw.
Kalibrationsstandards auf die Markierungen aufgetragen. Pro Seite der HPTLC-
Platte wurden vier Lipidstandardgemische (Konzentrationen: 1,875 pg/ul; 1,250
po/ul; 0,625 pg/ul; 0,125 pg/ul) gemeinsam mit 7 Proben aufgetragen. Die
Proben wurden jeweils doppelt aufgetragen. Das Lipidstandardgemisch bestand

dabei aus folgenden Einzelkomponenten: Phosphatidylcholin (Phospholipid),
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Cholesterolsulfat, Galactocerebroside, Cholesterol, Olsaure (freie Fettsaure),
Triolein (Triglycerid), Cholesterolester, Methylpalmitat, Cer AS, Cer NS,
bezogen von Sigma (Deutschland), Cer NP, Cer AP, bezogen von Goldschmidt
(Essen, Deutschland) und Cer EOS , bezogen von Evonik (Evonik Industries AG,
Essen, Deutschland).

1.5.4. Kammervorbereitung

Die Kammer wurde vor Gebrauch mittels einer Wasserwaage horizontal
ausgerichtet. Um eine Kontamination der HPTLC-Platte mit Schmutzpartikeln zu
minimieren, wurde die Entwicklungskammer vollstdndig mit Methanol gereinigt.
Zur Erzeugung eines optimalen Milieus in der Entwicklungskammer befand sich
auf deren Boden ein saugfahiges Labortuch, welches mit dem entsprechenden
FlieBmittel vollstandig durchtréankt war. Bevor der eigentliche Trennungsvorgang
begonnen wurde, wurde die Kammer mit eingesetzter HPTLC-Platte mittels des
Kammerdeckels fir eine Minute geschlossen, um in der Kammer das gew(inschte

Milieu zu erzeugen.

1.5.5. Trennvorgang

Reihenfolge Bestandteile Anteil (%) Laufstrecke (cm)
1 Chloroform 80 1,2
Methanol 18
Eisessig 2
2 Chloroform 91,4 4
Methanol 4,3
Eisessig 4,3
3 Chloroform 72,7 4,5
Methanol 18,2
Eisessig 9,1

Tabl. 2 FlieBmittelsystem fir die HPTLC epidermaler Lipide

Fur eine adaquate Auftrennung der Lipide wurden drei verschiedene FlieBmittel

verwendet (siehe Tabelle 1). Jedes FlieSmittel diffundierte entsprechend den
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Auftragungspunkten von zwei Seiten Uber die HPTLC-Platte. Zwischen den
einzelnen Trennvorgangen lieR man die HPTLC-Platten fir 5 Minuten bei

Raumtemperatur trocknen.

1.5.6. Nachbearbeitung und Auswertung

Nach dem Lauf des letzten FlieRmittels wurde die HPTLC-Platte fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur getrocknet. Anschliefend wurde sie Uber 30 Sekunden in
einem Tauchbad mit Derivatisierungsreagenz behandelt. Dieses bestand aus 10 g
Kupfersulfatpentahydrat, 10 g Phosphorsaure (85 %) und 80 g Aqua bidestillata.
Durch ein 30-minitiges Erhitzen auf einer 180°C heilen Heizplatte wurden die
Lipidbanden durch Veraschung visualisiert (Abb. 6) und detektiert. Fir die
densitometrische Auswertung wurden die HPTLC-Platten nach dem Abkiihlen auf
dem Flachbettscanner “Highscan” eingescannt. Die Lipidbanden wurden mit
Hilfe der Computer Software Image J® sowohl qualitativ als auch quantitativ
gegen die mit auf der HPTLC-Platte aufgetragenen Lipidstandards analysiert.

e -
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Abb. 6:Silicagelplatte nach Beendigung des Trennvorgangs und Sichtbarmachung
der Banden durch Veraschung, die Proben wurden von beiden Seiten aufgetragen

(Pfeile oben, unten: Lipidstandarts; Doppelpfeil: Ende des letzten FlieBmittels)

1.5.7. Statistik

Zur Auswertung des CADESIs und der Juckreizskala vor und nach acht Wochen
Behandlung wurde ein Wilcoxon Test innerhalb der Gruppen und ein Kruskal
Wallis Test mit nachfolgendem Dunn post Test zwischen den Gruppen verwendet.

Die Werte der Lipidbestimmung vor und nach der Studie wurden mit einem
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Kruskal Wallis Test und Dunn post Test verglichen. Als signifikant galt ein p-
Wert von unter 0,05. Die Analyse wurde mittels spezieller Software (Graphpad
Prism 5.0, Graphpad, San Diego, USA) durchgefhrt.
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V. ERGEBNISSE

1. Einfluss topisch applizierter Fettsauren und atherischer Ole

1.1.  Allgemein
Von den 48 eingeschlossenen Hunden beendeten 45 die Studie wie geplant. Drei
Hunde mussten die Studie nach vier Wochen abbrechen, da aufgrund von
Verschlechterung der Symptome die Therapie gedndert werden musste. Zwei von
diesen drei Hunden waren in der Wirkstoffgruppe, einer in der Placebogruppe.
Zur Auswertung der Statistik wurde ihr schlechtester Wert als Studienendbesuch
mit eingerechnet (Intention-to-treat Analyse).

1.2. CADESI
Die Hautlasionen wurden mittels eines CADESI 03 von einer geblindeten Person
aus der jeweiligen Klink am Tag 0, Tag 28 und Tag 56 durchgefuhrt. Fir die
Statistik wurden die Werte vor und nach der Studie verglichen. Der CADESI an
Tag 28 wurde dazu genutzt den Klinischen Status der Patienten zu beurteilen, um

dann evtl. aufgrund von Verschlechterung einen Abbruch durchzufihren.

Der CADESI hat sich in der Behandlungsgruppe fur alle Studienteilnehmer von
durchschnittlich 46 auf 28 Punkte (39%, p=0,007) verbessert (Diagramm 1). In
der Placebogruppe gab es keine signifikante Verbesserung (0,4%, p=0,4928).

CADESI (alle Hunde)

100 -/
80 -/
60 '/

é ETag 0
TC\?. 40 - OTag 56
20 A
0 1 1

Fettsauren Placebo

Diagramm 1: CADESI aller Hunde
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1.2.1. CADESI leichte Allergiker

Der CADESI wurde danach getrennt nur fur die leichten Allergiker ausgewertet.
Dafur wurde ein Wilcoxon Test verwendet. In der Wirkstoffgruppe gab es eine
statistisch signifikante Verbesserung von durchschnittlich 21 auf 17 Punkte
(p=0,042) (Diagramm 2). In der Placebogruppe zeigte sich eine Verschlechterung
von 21 auf 33 Punkte (p=0,0078).

CADESI (leichte Allergiker)

40
— 30
w2
E 20 mTag 0
- OTag 56
4
~ 10

0 =1 1 1

Fettsauren Placebo

Diagramm 2: CADESI der Gruppe mit leichter CAD

1.2.2. CADESI schwere Allergiker

Die Gruppe der schweren Allergiker wurde ebenfalls getrennt ausgewertet. Auch
hier wurde wieder ein Wilcoxon Test verwendet. Es zeigte sich eine statistisch
signifikante Verbesserung von durchschnittlich 93 auf 48 Punkte (p=0,0322) in
der Wirkstoffgruppe (Diagramm 3), jedoch nicht in der Placebogruppe
(p=0,7367).

CADESI (schwere Allergiker)

BTag0
OTag 56

Fettsauren Placebo

Diagramm 3: CADESI der Gruppe mit schwerer CAD
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1.3.  Juckreiz
Der Juckreiz wurde durch die Besitzer mit einer validierten Juckreizskala
ebenfalls am Tag 0, Tag 28 und Tag 56 beurteilt. Auch hier wurden fiir die
Statistik nur die Werte vor und nach der Studie ausgewertet. Die Werte von Tag
28 dienten wie bei dem CADESI zur Beurteilung des klinischen Status. Falls sich
eine therapiebedurftige Verschlechterung einstellte, wurde der Patient aus der

Studie ausgeschlossen.

Auch hier konnte man in der Wirkstoffgruppe eine statistisch signifikante
Verbesserung sehen. Diese betrug durchschnittlich 25% (p=0,0092).

Juckreiz (alle Hunde)

BTag0
OTag 56

Tuckreizskala

Fettsauren Placebo

Diagramm 4: Juckreiz aller Hunde

1.3.1.  Juckreiz leichte Allergiker

In der Gruppe der leichten Allergiker konnte ebenfalls eine Verbesserung
verzeichnet werden, die jedoch nicht statistisch signifikant ausfiel (p=0,0728). In
der Placebogruppe zeigte sich mit 3,8 vor der Studie und 4 nach der Studie eine

geringradige Verschlechterung (p=0,7344).

Juckreiz (leichte Allergiker)

10
‘_'C'\'J
= 8
-4
ﬁ 6 ETag0
5)
= 4 OTag 56
o
s 2
—
0] T

Fettsauren Placebo
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Diagramm 5: Juckreiz der Gruppe mit leichter CAD

1.3.2. Juckreiz schwere Allergiker

Bei den schweren Allergikern konnte eine statistisch signifikante Verbesserung
des Juckreizes in der Therapiegruppe (p=0,0436) verzeichnet werden. In der
Placebogruppe jedoch nicht (p=0,344).

Juckreiz (schwere Allergiker)

8 —
=
= 6 -/
=
& BTag 0
.B 4 -
b OTag 56
v, 2
S
=
=

Fettsauren Placebo

Diagramm 6: Juckreiz der Gruppe mit schwerer CAD

1.4, Ceramidbestimmung
Mittels einer Diinnschichtchromatographie wurde der Gehalt an freien Fettséuren,
Cholesterol, Triglyceriden und Ceramidklassen bei 20 Patienten vor und nach der
Studie bestimmt. Es wurden zwei BezugsgroRen zur Auswertung gewéhlt, zum
einen die Flache der Proben auf den Objekttragern (Diagramm 7, 8), zum anderen
das Gewicht vor und nach der Extraktion (Diagramm 9, 10). Fir die statistische
Auswertung wurde ein Kruskal Wallis- und ein Dunn Post Test verwendet. Es
wurden hier nur alle Hunde zusammen ausgewertet, da unter diesen 20 Patienten
19 mit leichter und nur ein Hund mit schwerer atopischer Dermatitis vorhanden
waren. Es konnte bei keiner der statistischen Analysen eine Verbesserung des
Ceramidgehalts, des Cholesterolgehalts oder des Gehalts an freien Fettsauren bei
den Hunden in der Wirkstoffgruppe festgestellt werden. Von besonderem
Interesse waren der Gehalt an Ceramid | und IX (Diagramm 7 - 10), da man von
diesen beiden Klassen weil3, dass sie sowohl beim Mensch als auch beim Tier
verringert sind (REITER et al., 2009). Auch die restlichen gemessenen Ceramide,
die freien Fettsduren, die Triglyceride und das Cholesterol zeigten keine
erwahnenswerten Veranderungen durch die Fettsdurentherapie (Tabelle 3, 4).

Aufgrund der ausgebliebenen Verbesserung wird hier auf genauere Darstellung
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mittels Diagramm verzichtet.

Ceramid 1 (Fliche)

pg/pl

Fettsauren Placebo

BETag0
OTag 56

Diagramm 7: Ceramidklasse 1 aller Hunde, Flache als Bezugsgrolie

Ceramid 9 (Fliche)

pg/pl

Fettsauren Placebo

BTag0
OTag 56

Diagramm 8: Ceramidklasse 9 aller Hunde, Flache als Bezugsgrolie

Ceramid 1 (Gewicht)

10

pg/pl
E= [=)] co

Placebo

Fettsauren

BTag0
OTag 56

Diagramm 9: Ceramidklasse 1 aller Hunde, Gewicht als BezugsgroRe
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Cermid 9 (Gewicht)

BETag0
OTag 56

Fettsauren Placebo

Diagramm 10: Ceramidklasse 9 aller Hunde, Gewicht als Bezugsgrofie

Gesamte Ceramidbestimmung:

_ Fettsduren Tag 0 | Fettsauren Tag 56 |Placebo Tag 0 |Placebo Tag 56

Cer EOS 18,3 15,1 17,1 22,1
Cer EOP 1,14 1 0,0125 0,3

Cer NS 12,41 8,37 8,32 11,52
Cer NP 9,46 7 6,96 8,47
Cer AS 7,92 5,68 4,47 5,28
Cer AP 11 8,48 5,59 6,84
Cer AH 5,03 3,14 6,79 6,86
FFA 21,63 15,93 14,48 17,48
Cholesterol 22,48 19,52 19,51 19,14
TGL 20,12 22,22 22,1 22,33

Tabl. 3: gesamte Ceramidbestimmung, BezugsgroRe Flache, Cer= Ceramid,
FFA= freie Fettsduren, TGL= Triglyceride

_ Fettsduren Tag O Fettsauren Tag 56 Placebo Tag 0 Placebo Ta 56

Cer EOS 9,6

Cer EOP 0,3 0,2 0,1 0,2
Cer NS 1,6 1 1,1 1,7
Cer NP 1,3 0,9 0,9 1,3
Cer AS 1,2 0,8 0,6 0,8
Cer AP 1,6 1,3 0,8 1

Cer AH 0,7 0,5 0,9 1

FFA 2,9 2,3 2,1 2,7
Cholesterol 2,9 2,1 2,3 2,9
TGL 2,3 2,7 2,6 34

Tabl. 4: gesamte Ceramidbestimmung, BezugsgréRe Gewicht, Cer= Ceramid,



50 IV. Ergebnisse

FFA= freie Fettsauren, TGL= Triglyceride

1.5. Zytologie

Mittels der Zytologie wurde an allen drei Besuchen die Hautbeschaffenheit
beurteilt und auf eventuelle sekundare Infektionen und Entzundungsreaktionen
der Haut kontrolliert. Diese Zytologie verschlechterte sich bei drei Patienten so
stark, dass es nicht vertretbar war, sie weiter an der Studie teilnehmen zu lassen.
Bei allen drei Patienten wurde eine sekunddre bakterielle Infektion mit
entsprechender  neutrophiler  Entziindungsreaktion festgestellt, die einer
antibiotischen Therapie bedurfte, was zu einer Anderung im Therapieplan fiihrte
und somit den Ausschluss aus der Studie mit sich brachte. Zwei der drei Patienten
waren in der Wirkstoffgruppe, einer in der Placebogruppe. Alle drei gehdrten zu
der Gruppe der milden Allergiker.

1.6. Nebenwirkungen
Es traten keinerlei Nebenwirkungen auf. Das Fell wirkte in manchen Fallen um
die Applikationsstelle etwas feucht oder fettig. Dies storte aber weder Besitzer

noch Patienten.
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V. DISKUSSION

Da canine atopische Dermatitis eine Erkrankung ist, die eine Dauertherapie
verlangt, ist es von groBem Interesse, die Wirksamkeit der als sichere Alternative
geltenden Medikamente zu evaluieren. Durch diese Studie konnte gezeigt werden,
dass sich mittels topischer Applikation von essentiellen Fettsauren/atherischen
Olen der Juckreiz und die Hautlasionen signifikant verbesserten, sowohl bei
leicht-moderat erkrankten als auch bei schwer erkrankten atopischen Hunden.

Der Juckreiz wurde durch die Besitzer beurteilt. Das wirft die Frage auf, ob dies
auch objektiv genug geschehen ist. Juckreiz ist ein Symptom, welches sehr
individuell und subjektiv wahrgenommen wird. Die Skala, die verwendet wurde,
ist eine validierte Juckreizskala, die mehrere Eigenschaften von zuvor in Studien
verwendeten Skalen vereint und somit eine mdglichst objektive Beurteilung
ermoglichen soll (HILL et al., 2007). Andere Beurteilungsskalen, die eine
Einteilung ausschlieBlich mittels Verhaltenskriterien (MARSELLA et al., 2002)
oder numerischen Skalen (MARSELLA et al., 2004b) ermdglichten, haben sich
im Vergleich mit der verwendeten validierten Juckreizskala nicht bewahrt (HILL
et al., 2007).

In aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl die Lebensqualitdt der
Besitzer, als auch der Hunde durch die CAD beeinflusst wird (LINEK &
FAVROT, 2010). Der sogenannte ,,Quality of Life“ (QoL) Score soll die evtl.
Besserung bzw. Verschlechterung der Lebensqualitat beurteilen (FAVROT et al.,
2010b). Dabei werden den Besitzern allgemeine Fragen gestellt, die das
Verhaltnis Besitzer-Hund genauer darlegen sollen. Es kann allerdings sein, dass
die Besitzer die Fragen nicht ganz ehrlich beantworten, da es sich um private
Fragen handelt. Wenn das Tier nicht nur einen Besitzer hat, kdnnten zusatzlich
leicht verschiedene Angaben gemacht werden. Der Quality of Life Score wurde in

dieser Studie nicht verwendet.

Da die Juckreizskala nicht zu 100% objektiv ist, wurde als weitere Beurteilung
der Symptome der validierte CADESI 03 (OLIVRY et al., 2007) gewahlt. Damit
war es moglich, die Hautlasionen an 62 verschiedenen Korperstellen zu bewerten.
Wichtig war hierbei der Doppelblindcharakter dieser Studie um evtl.

Verfalschungen zu vermeiden. Der L&sionscore ergibt eine modglichst objektive
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Einschédtzung der L&sionen und sollte bei allen Studien zusétzlich zu der relativ
subjektiven Juckreizskala zur Anwendung kommen. Bei dem CADESI 03 werden
die Hautlasionen Erythem, Lichenifikfation, Exkoriation und Alopezie beurteilt.
Andere Hautverdnderungen, wie zum Beispiel schuppige Haut oder Verbesserung
des Fells flossen nicht in die Bewertung mit ein. In der Produktbeschreibung des
verwendeten Préparats wird dies jedoch als Wirkung angegeben. Hier kdnnte sich
ein Quality of Life (FAVROT et al., 2010b) bewahren, da damit evtl. die durch
die zusétzliche Haut- und Fellverbesserung eintretende groRere Zufriedenheit der
Besitzer mit in die Bewertung einflief3t.

Die Symptome der CAD, wie zum Beispiel Juckreiz und Hautlasionen
verbesserten sich in beiden Gruppen statistisch signifikant. In anderen Studien
stellte man durch ausschlieRliche Gabe von systemischen essentiellen Fettsauren
oder lokale Gabe von essentiellen Fettsauren und &therischen Olen enthaltenen
Produkten positive Resultate fest (MUELLER et al., 2004; MUELLER et al.,
2005; TRETTER & MUELLER, 2011). Obwohl die Verbesserung statistisch
signifikant ist, heilt das nicht, dass alle Tiere gut auf die Therapie ansprachen. Es
gab auch hier Patienten, die keine Verbesserung oder sogar eine Verschlechterung
zeigten. In friheren Studien war der Erfolg bei mittels Spezialfuttern applizierter
Fettsdaurengabe wechselhaft bis gar nicht vorhanden (SCOTT et al., 1997; ABBA
et al., 2005). Chronisch erkrankte Tiere reagierten weniger deutlich bis gar nicht
auf die Therapie. In dieser Studie mit topisch applizierten Fettsauren/atherischen
Olen waren die Erfolge besser. Moglicherweise beeinflusst die Applikationsart die
Wirkung der Fettsauren. Eine weitere mogliche Erklarung wéren die zusétzlichen

Inhaltsstoffe des Préparats.

Warum sich die Symptome verbesserten, kann verschiedene Ursachen haben.
Supplementierung mit essentiellen Fettsduren beeinflusst zum einen die
Produktion von Entziindungsmediatoren (ZIBOH & MILLER, 1990; WRIGHT,
1991). Weiterhin wirken sie immunmodulatorisch (STEHLE et al., 2010) und sie
sollen die bei atopischen Hunden gestérte Hautbarriere starken (INMAN et al.,
2001; PIEKUTOWSKA et al., 2008; REITER et al., 2009; HIGHTOWER et al.,
2010; TRETTER & MUELLER, 2011). Ein Indikator fur die Verbesserung der
Hautbarriere bei Verwendung von essentiellen Fettsduren ist der TEWL, der
durch erhohte Werte ein Anzeichen fiir die gestorte Hautbarriere sein kann
(SHIMADA et al., 2009; HIGHTOWER et al., 2010). Eine Verbesserung des
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TEWLs konnte in der Pilotstudie durch Fettsaurengabe erreicht werden
(TRETTER & MUELLER, 2011). Dadurch wurde ein Einfluss auf die

Barrierefunktion der Haut als Wirkmechanismus vermutet.

In einer Studie von Reiter et al. war vor allem der Gehalt der Ceramidklassen I
und IX verringert (REITER et al.,, 2009). Da Ceramide, zusammen mit freien
Fettsduren und Cholesterol ein Hauptbestandteil der Hautbarriere sind
(FEINGOLD, 2007), wurden vor und nach dieser Studie die Ceramidanteile der
Epidermis bestimmt. Man wéhlte hierfir eine Dinnschichtchromatographie, die
schon bei Reiter et al. verwendet wurde. Es konnte jedoch keine Anderung der
Ceramide und freien Fettsduren festgestellt werden. Fir die Probennahme wurde
das Fell an den verwendeten Stellen sorgfaltig nur mit einer Schere entfernt, um
die obere Schicht des Stratum corneum nicht zu beschédigen. Die Entnahme
mittels Hautkleber war in einer Studie dazu geeignet, die Zellen des Stratum
corneum abzutragen (REITER et al., 2009). Die klinische Verbesserung von
Juckreiz und Léasionen ist also vermutlich nicht auf Anderungen der Ceramide in

der Epidermis zurtickzufiihren.

Eine Verbesserung der Symptome stellte sich zuvor bei einigen oral applizierten
Fettsduren (MUELLER et al., 2004; MUELLER et al., 2005), einer Studie Uber
topisch applizierte Fettsduren (PIEKUTOWSKA et al., 2008) und einer
Pilotstudie iber topisch applizierte Fettsauren und atherische Ole (TRETTER &
MUELLER, 2011) ein. Bei der oralen Fettsdurengabe trat in seltenen Féllen die
Nebenwirkung Durchfall auf (SCOTT et al., 1992). Bei dem topisch applizierten
Préparat der hier behandelten Studie konnten keine Nebenwirkungen festgestellt
werden. Dies kann daran liegen, dass als Applikationsstelle die Nackenhaut des
dorsalen Halses gewahlt wurde und dadurch ein Ablecken verhindert werden
konnte. Auch in der zuvor veroffentlichten Pilotstudie mit dem gleichen Praparat
gab es keine Nebenwirkungen bei topischer Applikation (TRETTER &
MUELLER, 2011). In der gleichen Pilotstudie gab es eine gute Akzeptanz der
Spot-on- im Vergleich zu Sprayapplikation bei Besitzern und Patienten. Die
Akzeptanz war in der hier vorgestellten Studie ebenfalls gut. Das essentielle
Fettsduren eine ,,sichere” Alternative (OLIVRY et al., 2001b; MUELLER et al.,
2004) sind, bestatigte sich somit, zusatzlich kann davon ausgegangen werden,

dass auch die im Produkt enthaltenen atherischen Ole gut vertragen werden.

Bei der Gruppe mit den milden Allergikern stellte sich auch ohne Verwendung
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weiterer Therapie eine Verbesserung ein. In dieser Gruppe kann es sogar durch
ausschlieRliche Therapie mit topischen Fettsauren und &therischen Olen zu einer
kompletten Remission kommen. In der Gruppe der schweren Allergiker war in der
Regel eine zusétzliche Medikation vonndten. Somit sind essentielle Fettséuren bei
diesen Patienten als zusatzliche, jedoch nicht alleinige Therapie zu empfehlen. Ob
eine Reduktion der zusétzlich verwendeten Therapie, wie z.B. Antihistaminika
oder Glukokortikoide, durch die Kombination von topischen Fettsduren und
gtherischen Olen maglich ist, wurde in dieser Studie nicht untersucht. Da dieser
Effekt in anderen Studien beobachtet wurde (SCOTT & MILLER, 1990, 1993;
BOND & LLOYD, 1994; SAEVIK et al., 2004), wére es interessant dies in neuen
Studien zu untersuchen. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen
neuerer Studien Uber die Effektivitat von essentiellen Fettsduren (MUELLER et
al., 2004; MUELLER et al., 2005), sie kdnnen somit als Therapie empfohlen

werden.

Das verwendete Préparat enthélt nicht nur essentielle Fettsduren, sondern auch
atherische Ole. In der Humanmedizin ist bekannt, dass einige der &therischen Ole
einen antibakteriellen, antimikrobiellen, antiseptischen oder antiparasitaren
Wirkung haben kdnnen (BASWA et al., 2001; SIENKIEWICZ et al., 2011;
THOMSEN et al., 2011; CHAUDHARI et al., 2012; CUARON et al., 2012;
KUMAR et al., 2012; SOLORZANO-SANTOS & MIRANDA-NOVALES,
2012). In der Tiermedizin gibt es nur sehr wenige Publikationen, die sich mit
diesen Effekten beschaftigen (MIGNON & LOSSON, 1996; CALLANDER &
JAMES, 2012). Ob auch in dieser Studie einer der erwahnten Effekte zu einer

Besserung der Symptome fuhrte, wurde nicht untersucht.

Von der ACVD wird eine Applikation von mindestens drei Monaten empfohlen
(OLIVRY et al., 2001b). Man hat sich hier jedoch fiir eine Applikation tber nur
acht Wochen entschieden, da in der Pilotstudie mit dem gleichen Préparat eine
Verbesserung nach acht Wochen auftrat (TRETTER & MUELLER, 2011). In
anderen Studien konnte sogar eine Verbesserung nach ein bis vier Wochen
beobachtet werden (SCOTT & MILLER, 1990; SCOTT et al., 1992; SCOTT et
al., 1997). Wie sich in dieser Studie zeigte, reichte der gewéhlte Zeitraum von

acht Wochen aus, um positive Ergebnisse zu erzielen.

Man hat sich in dieser Studie dazu entschieden, die Applikation durch den

Besitzer durchfiihren zu lassen. Das wirft die Frage auf, ob die Applikation richtig
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durchgefuhrt wurde. Um das Préparat richtig aufzutragen, muss das Fell im
Nacken griindlich gescheitelt werden, damit der Inhalt direkt auf die Haut gelangt
und nicht das meiste im Fell verteilt wird. Es ist mdglich, dass die Applikation
durch einen Tierarzt griindlicher ware. Allerdings wird mit der Applikation durch
Besitzer eine reale Praxissituation widergespiegelt. Die Applikation muss einmal
pro Woche durchgefiihrt werden und es ist fur viele Besitzer nicht mdglich,
wdchentlich zu einem Tierarzt zu gehen. In der zuvor vertffentlichten Pilotstudie
gab es eine gute Akzeptanz betreffend der Spot-on-Applikation durch den
Besitzer (TRETTER & MUELLER, 2011). Die Sprayformulierung wurde in der
genannten Studie weniger gut akzeptiert.

Fur die Bestimmung der Ceramide, des Cholesterols und der freien Fettsauren
wurde eine Dinnschichtchromatographie gewahlt. Mittels dieser wurden bereits
sowohl in der Tiermedizin (REITER et al., 2009; POPA et al., 2010; YOON et al.,
2011), als auch in der Humanmedizin (IMOKAWA et al., 1991; DI NARDO et
al., 1998) gute Ergebnisse erzielt. In einigen der erwahnten Studien wurde die
Probennahme ebenfalls mittels eines Hautklebers durchgefiihrt (IMOKAWA et
al., 1991; DI NARDO et al., 1998; REITER et al., 2009). Das verwendete
Protokoll entspricht mit leichter Modifikation dem der letzteren drei erwahnten
Studien. Bei diesen konnte ein verringerter Gehalt an Ceramiden bei Hunden mit
atopischer Dermatitis nachgewiesen werden. Auch in dieser Studie konnten mit
dem Hautkleber genligend Zellen gewonnen werden, um sie mittels der
Dunnschichtchromatographie auszuwerten. Es liel sich jedoch kein erhohter
Gehalt an Ceramiden oder freien Fettsduren nach der Préparatapplikation
nachweisen. Ob der Ceramidgehalt bei den teilnehmenden Patienten zu Beginn im
Vergleich zu gesunden Hunden verringert war, wurde nicht untersucht, da
vorherige Studien als Grundlage dienten, welche einen verminderten
Ceramidgehalt im Stratum corneum bei Hunden mit AD dokumentierten. Eine
weitere effiziente Methode um die gestorte Hautbarriere darzustellen, wére mittels
Elektronenmikroskopie (INMAN et al., 2001; PIEKUTOWSKA et al., 2008), was
aber eine Biopsie und somit ein invasiveres Vorgehen voraussetzt. Man kann
Hautzellen auch mittels Tesafilm gewinnen, was sich vor allem fiir den Nachweis
von proteingebundenen Ceramiden eignen soll (POPA et al., 2010; POPA et al.,
2011). Obwohl sich dies in den zwei aufgefuhrten Studien als effizient erwies,

konnten in Vorversuchen zur Probennahme dieser Studie hier keine
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zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werden.

Die Hunde, die an der Ceramidbestimmung teilnahmen, waren bis auf einen alle
in der Gruppe der leicht bis mittel erkrankten Hunde. Es kann daher keine
Aussage Uber die Hautbarrierenverbesserung bei schweren Allergikern getroffen
werden. Es stellt sich somit die Frage, ob nicht ein Grund flr die ausbleibende
Verbesserung bei den leichten Allergikern darin liegt, dass der Gehalt an
Ceramiden in dieser Gruppe nicht wesentlich reduziert ist und wie die Ergebnisse
bei der Gruppe mit schweren Allergikern ausfallen wiirden.

Als Bezugsgrofien, die fiir die Ceramidbestimmung getroffen wurde, wurden in
dieser Studie zwei ausgewéhlt. Zum einen entschied man sich fur das Gewicht vor
und nach der Extraktion, zum anderen fur die Probenflaichen auf den
Objekttragern. Bei der Bezugsgréfle Gewicht sind schon minimalste
Abweichungen im pg Bereich entscheidend. Dies bedeutet, dass die Waage
genauestens geeicht sein muss und schon kleinste Verunreinigungen zu einer
Anderung des Gewichts filhren kénnen. Auch Luftfeuchtigkeit und Luftzug
konnen einen Einfluss haben. Wie sich in diesem Versuch zeigte, empfiehlt es
sich, die Messungen mehrmals hintereinander fiur jedes Probengefal
durchzufiihren. Da diese Messmethode durch viele Faktoren beeinflusst werden
kann, entschied man sich dazu ,die zweite erwahnte BezugsgroRe, namlich die
Flache der Proben auf den Objekttragern zusatzlich zu verwenden. Man muss
hierbei darauf achten, dass nur die Fla&chen mit Hautzellen markiert werden. Es
gibt in der Literatur ein paar Studien tUber die Ceramidbestimmung bei atopischen
Hunden, die ebenfalls mittels Hautkleber durchgefiihrt wurden (IMOKAWA et
al., 1991; DI NARDO et al., 1998; REITER et al., 2009), jedoch leider ohne
Angaben tber Bezugsgrofien bei der Analyse. Nach Erfahrung des Labors, in dem
die Bestimmung dieser Studie hier durchgefihrt wurde, ist die Bezugsgrofie

Flache am geeignetsten.

Bei der Ceramidbestimmung fallt auf, dass sich nur die Tiere verbessert haben,
die das Placebo Spot-on-Praparat erhielten. Somit ist die Frage, ob das evtl. an der
Zusammensetzung des Placebos liegt. Das Placebo Spot-on-Préparat wurde von
der gleichen Herstellerfirma (Dermoscent®, LDCA, France), die auch das
Essential 6 produziert, hergestellt. Laut Aussage der Hersteller enthélt das Placebo
ausschliellich bio diffusing agents, die auch in dem Wirkstoffpréparat enthalten

sind. Dies wurde nicht extra Uberprift, da man davon ausging, dass die Hersteller
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nicht daran interessiert waren, die Wirkung des Placebos absichtlich zu

verbessern.

Der Gehalt an Ceramiden in der Haut kann auch fltterungsbedingt sein. Ceramid
1 besteht zum Beispiel aus Linoleat. Falls ein flitterungsbedingtes Defizit auftritt,
wird dieses Linoleat durch Oleat ersetzt und kann somit zu einer Stérung der
Hautbarrierenzusammensetzung fuhren (ELIAS et al.,, 1980; WERTZ et al.,
1983). Daher ist es vorstellbar, dass die einzelnen Ceramide, abhéngig von der
Fltterung, in ihrem Gehalt variieren. Die Fitterung wurde in dieser Studie nicht
standardisiert. Es ist vorstellbar, dass ein Futterwechsel mit assoziierter
unterschiedlicher Fettsdurengabe die Ergebnisse beeinflusst haben konnte. Falls
der Gehalt an Fettsduren im Futter ansteigt, kann dies also moglicherweise einen
positiven Einfluss auf die Hautbarriere haben. In friheren Studien konnte gezeigt
werden, dass der Fettsdurengehalt in kommerziell erhéltlichen Futtersorten einen
positiven Einfluss auf die klinischen Symptome der CAD haben kann, dies aber
durchaus produktabhdngig ist (SCOTT et al., 1997; GLOS et al., 2008).
Allerdings sollte hier eine der Praxis dhnliche Situation Anwendung finden.

In dieser  Studie  wurden nur die freien Ceramide  mittels
Dunnschichtchromatographie bestimmt. In einer Studie von Popa et al. fand man
zusétzlich zu den freien auch proteingebundene Ceramide im Stratum corneum
von Hunden mit CAD (POPA et al., 2010). In der gleichen Studie wird angeraten
fur die Probennahme einen Tesafilm anstatt des Hautklebers zu verwenden. Auch
in der Humanmedizin scheinen die proteingebundenen Ceramide eine Rolle bei
der AD zu spielen. Uber die Wirkung des hier verwendeten Préparats auf
proteingebundene Ceramide kann keine Aussage getroffen werden. Dies kdnnte in

weiteren Studien analysiert werden.

Es ist méglich, dass die Lipidzusammensetzung des Stratum corneum von Zeit zu
Zeit variiert, was evtl. eine Erklarung fir die Verbesserung bzw. Verschlechterung
der Hautbarrierenzusammensetzung in Placebo- bzw. Therapiegruppe sein kann.
In der Humanmedizin wird vermutet, dass das Th-2 Cytokin IL-4 die Erholung
des Stratum corneums nach akuter Schadigung hemmt oder erschwert. Somit
kdonnte auch die Ceramidsynthese gehemmt werden (HATANO et al., 2005;
KURAHASHI et al., 2008; ELIAS & SCHMUTH, 2009). Dies ist z.B. bei
erhéhter Allergenexposition denkbar. Eine Studie in der Tiermedizin zeigte, dass

die mMRNA Genexpression von IL-4 erhoht, jedoch nicht signifikant erhoht ist
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(HAYASHIYA et al., 2002). In der Humanmedizin ist desweiteren bekannt, dass
eine sekunddre Kolonisierung mit Staphylokokkus aureus die Hautbarriere
beeinflussen kann (ELIAS & SCHMUTH, 2009).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch die topische Applikation des
verwendeten essentielle Fettsauren und &therische Ole enthaltenden Préaparat die
Symptome der canine atopischen Dermatitis (Juckreiz und Lé&sionen) verbessert
werden konnen. Bei sehr milden Fallen der CAD kann topische Applikation als
alleinige Therapie ausreichen, in den meisten Fallen wird es jedoch als zusétzliche
Therapie empfohlen. Ein positiver Einfluss auf die Ceramide, das Cholesterol

oder die freien Fettsauren des Stratum corneum konnte nicht festgestellt werden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die canine atopische Dermatitis ist eine juckende, entzlindliche mit genetischer
Pradisposition einhergehende Hautkrankheit, die hdufig in der Praxis gesehen
wird. Eine Ursache ist die gestorte Hautbarriere, wodurch die Allergene leichter
uber die Haut eindringen konnen. Diese Stérung der Hautbarriere kann durch
essentielle Fettsduren verbessert werden. Auch die Symptome wie Juckreiz und
Hautlisionen kénnen durch orale essentielle Fettsduren gemildert werden. Uber
topisch applizierte Praparate gibt es jedoch nur wenige Studien.

Ziel der Studie war es, den Effekt von einem topisch zu applizierenden, essentielle
Fettsauren und &therische Ole enthaltenden Praparat (Essential 6, Dermoscent®,
LDCA, France) auf die Symptome und die Hautbarriere bei Hunden mit caniner
atopischer Dermatitis zu evaluieren. Dieses Medikament hat nur selten
irgendwelche Nebenwirkungen, was aufgrund von meist lebenslang bendtigter
Therapie angestrebt wird. In der Literatur ist noch wenig tber topische Praparate

zu finden.

Es handelt sich hier um eine randomisierte, doppelt-verblindete,
placebokontrollierte und multizentrische Studie. Es wurden insgesamt 48 Hunde
verschieden Geschlechts und verschiedener Rassen eingeschlossen. Bei allen
eingeschlossenen Hunden wurde eine canine atopische Dermatitis diagnostiziert,
maogliche Differentialdiagnosen wurden vor Studienbeginn ausgeschlossen. Die
Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt, leicht bis mittel erkrankte Allergiker
(CADESI < 60) und schwer erkrankte Allergiker (CADESI >60). Sie erhielten
einmal pro Woche (ber acht Wochen entweder ein essentielle Fettsduren und
atherische Ole enthaltendes Spot-on-Praparat (Essential 6, Dermoscent®, LDCA,
France) oder ein Placebo-Spot-on direkt auf die Haut im Nacken aufgetragen. Vor
und nach der Studie wurde ein CADESI 03 fiur die Hautldsionen und eine
validierte Juckreizskala statistisch ausgewertet. Um einen Effekt auf die
Hautbarriere beurteilen zu kdnnen, wurden bei 20 Studienteilnehmern mittels
eines Hautklebers (3M™ Vetbond™ Tissue Adhesive) vor und nach der Studie
Hautzellen entnommen, um mit diesen mittels Dinnschichtchromatographie den

Gehalt an Ceramiden, Cholesterol und freien Fettsauren zu messen.

Die Lé&sions- und Juckreizscores der Behandlungsgruppe besserten sich
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signifikant (p = 0,007 und p = 0,0092), im Gegensatz zur Placebogruppe (p =
0,4928 und p = 0,6807). Bei den einzelnen Gruppen besserte sich der CADESI 03
in der Therapiegruppe sowohl bei den leichten als auch bei den schweren
Allergikern statistisch signifikant (p = 0,042 und p = 0,032). In der Placebogruppe
war bei schweren Allergikern kein Unterschied festzustellen (p = 0,7367), bei
leichten Allergikern verschlechtern sich die Hunde signifikant (p = 0,0078). Auch
eine Verbesserung des Juckreizes konnte in den einzelnen Therapiegruppen
verzeichnet werden. Bei schweren Allergikern war die Besserung im Gegensatz
zur Placebogruppe signifikant (p = 0,0436 und p = 0,344). In der Gruppe der
leichten Allergiker war die Besserung bei Behandlung nicht signifikant (p =
0,0728), auch mit Placebo behandelte Tiere verbesserten sich nicht (p = 0,7344).
Bei der Messung der Ceramide, des Cholesterols und der freien Fettsduren konnte
bei keinem der genannten Hautbestandteile eine Verbesserung des Gehalts nach
der Studie festgestellt werden.

Das Fazit dieser Studie ist, dass das topisch applizierte Fettsauren und atherische
Ole enthaltende Praparat dazu geeignet ist, die Symptome Juckreiz und
Hautlasionen bei Hunden mit caniner atopischer Dermatitis zu verbessern. Diese
Verbesserungen scheinen nicht mit einem Einfluss auf die Ceramide des Stratum

corneums in Zusammenhang zu stehen.
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VII. SUMMARY

Canine atopic dermatitis is a genetically predisposed inflammatory and pruritic
allergic skin disease frequently seen in practice. This may be due to a disrupted
skin barrier facilitating allergen entry. Essential fatty acids are able to improve
this dysfunction and the clinical signs, pruritus and skin lesions. Improvement of
clinical signs was documented in some studies with oral administration but rarely

evaluated for topical application.

The aim of this study was to evaluate the effect of a topical preparation containing
essential fatty acids and aromatic oils (Essential 6, Dermoscent®, LDCA, France)
on the clinical signs and the skin barrier of dogs with atopic dermatitis. This
therapy rarely has adverse effects, which is important for therapies often needed
lifelong. Information about topical therapy in literature is scarce.

The study was randomized, double-blinded, and placebo-controlled. Forty-eight
dogs of different gender and breeds were included. All dogs were diagnosed with
atopic dermatitis and all possible differential diagnoses were ruled out. The
patients were divided into two subgroups, the mildly - moderately (CADESI < 60)
and the severe (CADESI > 60) allergic dogs. The dogs were treated with a spot on
preparation containing essential fatty acids and aromatic oils (Essential 6,
Dermoscent®, LDCA, France) or a placebo once weekly for eight weeks applied

directly on the skin in the neck.

Before and after the study a CADESI 03 for skin lesions and a validated pruritus
score were recorded. Skin specimens of 20 dogs were taken with a cyanoacrylate
resin (3M™ Vetbond™ Tissue Adhesive) to evaluate the effect on skin barrier
function. Concentration of ceramides, cholesterol and free fatty acids were

measured in skin samples using a high-performance-thin-layer chromatography.

Lesion- and pruritus scores in the treatment group improved significantly (p =
0.007 and p = 0.0092), in contrast to the placebo group (p = 0.4928 and p =
0.6807). In the individual groups CADESI 03 improved significantly with mild
and severe atopic dermatitis in the treatment group (p = 0.042 and p = 0.032). In
the placebo group there was no difference with severe allergies (p = 0.7367), but a
significant deterioration with mild allergies (p = 0.0078). An improvement in

pruritus could also be seen in individual groups. In severely allergic dogs the
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improvement was significant in the treatment in contrast to the placebo group (p =
0.0436 and p = 0.344). With mildly allergic dogs, the improvement in the
treatment group was not significant (p = 0.0728), similarly the animals in the
placebo group did not improve (p = 0.7344). The concentration of ceramides,

cholesterol and free fatty acids did not improve during study.

In conclusion, based on this study this topical preparation containing aromatic oils
and essential fatty acids is beneficial in alleviating the clinical signs of both
mildly and severely affected cases of canine atopic dermatitis. It does not seem to

have an influence on the ceramides of the stratum corneum.
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4, Besitzereinverstandniserklarung

Ich stimme der Teilnahme meines Tieres an der Studie zu, welche die Behandlung
atopischer Hunde mit lokalen Fettséuren evaluiert. Ich verstehe, dass mein Tier an
einem Klinischen Versuch teilnimmt. Das Behandlungsprotokoll, welches mein
Tier erhalten wird, besteht aus einem Produkt aus verschiedenen Substanzen (u. a.
Rosmarin, Lavendel, Zeder, Oregano, Pfefferminze, Vitamin E) in einer Spot-on

Formulierung.

Ich wurde (ber potentielle Risiken (in seltensten Fallen Hautreizung an der
Applikationsstelle) und Nutzen der Behandlung (Verbesserung der klinischen
Probleme bis zur vollstandigen Heilung) aufgeklart und habe diese verstanden.
Weiterhin werde ich im Rahmen der mir zur Verfiigung stehenden Mdoglichkeiten
die Vorgaben der Studie erfullen. Sollte mein Tier wéhrend der Studie andere
Medikamente erhalten, verpflichte ich mich, die zustandigen Betreuer der Studie
daruber zu informieren. Ich werde das Fettsduren Produkt wie angegeben
anwenden und mein Tier nach einem Monat zur Kontrolle und nach zwei
Monaten zur Abschlussuntersuchung vorstellen. Sollte ich diese Untersuchung
nicht wahrnehmen, bin ich mir dariber im Klaren, dass mir die bisher
entstandenen Kosten der Studie in Rechnung gestellt werden (Untersuchung,

Fettsaurenpraparat).

Die Kosten der Untersuchung, das Praparat und Ektoparasitenprophylaxe
(Frontline® Spot On) werden fir alle Besitzer und Patienten, welche die

Bedingungen der Studie fiir die Studiendauer erftllen, Gbernommen.

Es werden keine weiteren Untersuchungen flr zugrunde liegende Erkrankungen

und Therapien durch die Studie finanziert.

Name Besitzer: Name Hund:

Unterschrift Besitzer Datum
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6. Juckreizskala
10 —— Extrem heftiges Kratzen/fast ununterbrochen
p—— Egal was passiert, das Kratzen wird nicht unterbrochen,
== auch im Behandlungszimmer (der Hund muss z.B. durch

9 == Halskragen am Kratzen gehindert werden)
8 == Heftiges Kratzen/langanhaltende Episoden

F— =3 Kratzen bei Nacht (wenn beobachtet) und beim Fressen,
Tr— Spielen, Spazieren gehen oder bei Ablenkung
6 %% Moderates Kratzen/episodenweise

— Kratzt bei Nacht (wenn beobachtet). aber nicht beim
5§ —— Fressen, Spielen, Spazieren gehen oder bei Ablenkung
4 _gg_ Mildes Kratzen/etwas vermehrt

i i Kratzt nicht nachts, beim Fressen, Spielen, Spazieren gehen
3 —— oder bei Ablenkung
2 —zz— Sehr mildes Kratzen/nur gelegentliche Episoden

e — Der Hund kratzt sich nur etwas mehr als zu der Zeit bevor
1 == die Hautproblematik begonnen hat
0 _==_

Nommaler Hund- ich glaube nicht, dass das Kratzen ein
Problem darstellt
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