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|I. EINLEITUNG

Die canine atopische Dermatitis (CAD), eine allergische Hauterkrankung mit
genetischem Hintergrund (HALLIWELL, 2006), betrifft bereits ca. 10 % aller
Hunde (HILLIER & GRIFFIN, 2001b; SCOTT et al., 2001). Eine steigende
Pravalenz wird vermutet (HILLIER & GRIFFIN, 2001b). Neben genetischen
Faktoren (MERRYMAN-SIMPSON et al., 2008) und Umwelteinfllissen (SINKE
et al., 2002) spielt vor allem eine veranderte Immunantwort eine grof3e Rolle in
der Pathogenese der CAD (SINKE et al., 2002). Im Gegensatz zu gesunden
Hunden Uberwiegt bei Hunden mit CAD initial die Immunantwort der
T2-Helferzellen (Th2) (OLIVRY et al., 1999; HILL & OLIVRY, 2001;
NUTTALL et al., 2002).

Die momentan einzige spezifische Therapie der CAD ist die allergen-spezifische
Immuntherapie (ASIT). Leider ist diese Therapie nur bei ca. 60 % der Hunde
wirksam und kann selten schwerwiegende Nebenwirkungen auslosen (NUTTALL
et al., 1998; LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Neben der ASIT besteht die
Therapie der CAD aus einer Kombination von symptomatischen antipruritischen
und antiinflammatorischen Medikamenten wie Glukokortikoiden, Cyclosporinen,
Antihistaminika und essentiellen Fettsduren, wobei die wirksamsten Medikamente
auch das groRRte Nebenwirkungspotential haben (OLIVRY et al., 2010b). Daher
wird kontinuierlich nach neuen Therapieoptionen geforscht, die bei hoher

Wirksamkeit ein moglichst geringes Potential fir Nebenwirkungen haben.

Interferon (IFN) ist ein naturlicher Botenstoff des Immunsystems, mit vielfaltigen
Wirkungen (BORDEN et al., 2007). Aufgrund seiner immunmodulatorischen
Eigenschaften, vor allem der Rolle, die IFN bei der Induktion einer Uberwiegend
T1-Helferzell (Thl)-vermittelten Immunantwort spielt, hat es das Potential, neben
der ASIT zur zweiten spezifischen Therapie der CAD zu werden. Sowohl
rekombinantes canines IFN-y (rCalFN-y) als auch rekombinantes felines IFN-@
(rFelFN-o) zeigten in verschiedenen Studien nach subkutaner (s.c.) Applikation
eine sehr gute Wirksamkeit bei der Behandlung der CAD mit nur sehr wenigen
und milden Nebenwirkungen (HASEGAWA et al.,, 2004; IWASAKI, 2004;
IWASAKI & HASEGAWA, 2006; CARLOTTI et al., 2009; YASUKAWA et al.,

2010). RFelFN-o ist in Europa das einzige in der Tiermedizin zugelassene IFN.
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Da bekannt ist, dass sich nach s.c. Applikation von speziesfremdem IFN
neutralisierende Antikorper bilden kdnnen, die die Therapie unwirksam machen
(ZEIDNER et al., 1990), und es zur Behandlung von CAD mit rFelFN-o» noch
keine Langzeiterfahrungen gibt (CARLOTTI et al., 2009), kénnte es auch bei

Hunden zur Bildung neutralisierender Antikdrper gegen das feline IFN kommen.

Nach oraler Verabreichung von speziesfremdem IFN wurde bislang noch keine
Bildung von Antikorpern festgestellt (GILGER et al., 1999; SATOH et al., 1999;
NAKAJIMA & SOKAWA, 2002). Die Effektivitat von oral verabreichtem IFN

bei CAD wurde jedoch noch nicht untersucht.

Ziel der hier vorliegenden Studie war es, herauszufinden, ob die subkutane oder
die orale Verabreichung von rFelFN-® bei einer Langzeittherapie von Hunden mit
atopischer Dermatitis (AD) zur Bildung von neutralisierenden Antikorpern fihrt.
Zusétzlich sollte die Wirksamkeit der oralen und subkutanen rFelFN-wo-Therapie

von Hunden mit AD in einer offenen klinischen Studie verglichen werden.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Atopische Dermatitis

Die atopische Dermatitis (AD) ist eine entzlindliche und juckende, allergische
Hauterkrankung bei Mensch und Hund (SEHGAL & JAIN, 1993; HALLIWELL,
2006). Sie st sowohl in der humanmedizinischen als auch in der
veterinarmedizinischen Praxis von grofRer Bedeutung. Beim Menschen wurde in
den letzten Jahrzehnten eine steigende Inzidenz und Prdvalenz bewiesen
(SCHULTZ LARSEN et al., 1996; SUGIURA et al., 1998), beim Hund wird das
ebenfalls vermutet, auch wenn leider keine verlasslichen epidemiologischen Daten
dazu vorliegen (HILLIER & GRIFFIN, 2001b). Derzeit leiden ca. 10 % der
Hundepopulation an AD, die genauen Angaben (ber die Pravalenz beim Hund
variieren jedoch (SCOTT & PARADIS, 1990; HILLIER & GRIFFIN, 2001b;
SCOTT etal., 2001).

1.1. Atiologie und Pathogenese

Bei der AD handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung. Einer der zur
Entstehung der AD beitragenden Faktoren ist eine genetische Pradisposition.
Beim Menschen sind mehrere Genmutationen bekannt, die bei der AD eine Rolle
spielen. Anfangs beschéftigten sich die meisten Studien mit Genen, die fir die
veranderte immunologische Reaktion bei Atopikern verantwortlich sind, wobei
Polymorphismen verschiedener Gene fiir Zytokine, die Bestandteil des adaptiven
Immunsystems sind, entdeckt wurden. Dazu gehdren z.B. Gene fir
Interleukin (IL)-4 bzw. den IL-4-Rezeptor und 1L-13 (LEUNG, 1999; NOVAK et
al., 2002; HE et al., 2003; BUSSMANN et al., 2011). Dabei handelt es sich um
Zytokine der Th2, die bei Menschen mit AD vermehrt exprimiert werden. Ferner
gibt es Hinweise auf Mutationen des IL-12-Rezeptors, die dazu fiihren, dass die
Induktion von IFN-y durch IL-12 nicht oder nur unzureichend funktioniert
(MATSUI et al., 1999). IL-12 und IFN-y sind beides wichtige Zytokine fiir die
Induktion einer Thl-vermittelten Immunantwort. In einzelnen Studien konnte
auch ein Zusammenhang zwischen Atopie und Genvarianten von Bestandteilen
des angeborenen Immunsystems festgestellt werden (WEIDINGER et al., 2005;
MRABET-DAHBI et al., 2008; BUSSMANN et al., 2011). In jungerer Zeit
beschéftigt sich die Forschung v.a. mit Genen, die flr die Zusammensetzung und
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Aufrechterhaltung einer intakten Hautbarriere verantwortlich sind. Dabei wurde
nachgewiesen, dass bestimmte Mutationen des Filaggrin-Gens fiir die Entstehung
der AD mitverantwortlich sind (PALMER et al., 2006; WEIDINGER et al., 2006;
BUSSMANN et al., 2011). Filaggrin ist ein Protein, das fir eine intakte
Hautbarriere und damit den Schutz des Individuums vor dem Eindringen von
Pathogenen, Schadstoffen und Allergenen von entscheidender Bedeutung ist
(DALE et al., 1978; SCOTT & HARDING, 1981; STEINERT et al., 1981;
RAWLINGS et al., 1994; RAWLINGS & HARDING, 2004; SANDILANDS et
al., 2009). LESIAK und Mitarbeiter (2011) konnten ein erhdhtes Atopie-Risiko
bei Menschen feststellen, bei denen sowohl Mutationen des Filaggrin-Gens als
auch Polymorphismen fiir IL-10 und IL-13 vorlagen (LESIAK et al., 2011).

Auch beim Hund ist bekannt, dass die Genetik eine Rolle spielen muss, da man in
verschiedenen Studien eine eindeutige Rassepradisposition fir CAD nachweisen
konnte (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; SOUSA & MARSELLA, 2001;
TARPATAKI et al., 2006; JAEGER et al., 2010). Die beteiligten Gene sind bei
weitem noch nicht so gut erforscht wie in der Humanmedizin, es konnten jedoch
schon verschiedene Kandidatengene identifiziert werden, die bei atopischen
Hunden im Vergleich zu gesunden Hunden (iber- oder unterexprimiert sind und
teilweise mit der Hautbarriere, teilweise mit der Immunantwort in Zusammenhang
stehen (MERRYMAN-SIMPSON et al., 2008). Was die Filaggrin-Mutationen
angeht, so konnte bisher in Studien zwar gezeigt werden, dass bei atopischen
Hunden der Anteil an Filaggrin in der Haut im Vergleich zu gesunden Hunden
vermindert ist, ob es sich dabei aber um ein primares Geschehen, ausgeldst durch
Genmutationen, oder um ein rein sekundéres Geschehen, ausgel6st durch die
Entzlindung handelt, ist noch ungeklart (MARSELLA et al., 2009; CHERVET et
al., 2010; MARSELLA et al., 2011; OLIVRY, 2011). In einer Studie wurde in der
Haut von manchen atopischen Hunden die Expression von Filaggrin-Protein ohne
Carboxy-terminales Ende nachgewiesen, was auf eine Genmutation mit
resultierendem Funktionsverlust hinweisen konnte (CHERVET et al., 2010), die

Genmutation selbst wurde jedoch noch nicht nachgewiesen.

Es wird allgemein angenommen, dass eine genetische Prédisposition allein nicht
ausreicht, um eine Allergie zu entwickeln, sondern, dass die Umwelt auch eine
groRe Rolle spielt (SINKE et al., 2002). Bei vorhandener genetischer

Préadisposition, im Zusammenspiel mit geeigneten Umweltbedingungen, wie z.B.
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einer friihzeitigen und wiederholten Allergenexposition, aber auch evtl. einer
verminderten Infektionshdufigkeit und Parasiteninfestation (STRACHAN, 1989;
SINKE et al., 2002), kommt es dann zu einer veréanderten Immunantwort.

Die Unterschiede der immunologischen Reaktionen bei Menschen mit AD im
Vergleich zu gesunden Menschen sind vielfaltig. Meist liegt initial eine
verringerte Immunantwort der Thl und eine vermehrte Immunantwort der Th2,
also eine vermehrt humorale und vermindert zelluldre Immunantwort vor.
Zusétzlich besteht haufig eine Eosinophilie (VAN REIJSEN et al., 1992; LEUNG,
1999; SINKE et al., 2002). Thl und Th2 stellen verschiedene Untergruppen der
CD4+-Helferzellen dar und sind durch eine unterschiedliche Zytokinproduktion
charakterisiert. Die Th2 produzieren tberwiegend IL-4, IL-5 und IL-13. Diese
Zytokine l6sen die humorale Immunantwort mit GberschieBender Immunglobulin
E (IgE)-Produktion durch B-Lymphozyten aus, welche fir Allergien typisch ist,
und aktivieren eosinophile Granulozyten. Die Thl produzieren vorwiegend IL-12
und IFN-y, welche zu einer Uberwiegend zellvermittelten Immunantwort und zur
Bildung von Antikérpern der Klasse IgG fiihren (MOSMANN et al., 1986; JUJO
et al.,, 1992; KAPLAN & KUNA, 1998; VAN DER BRUGGEN et al., 1998;
LEUNG, 1999; TOMPKINS, 1999; HILL & OLIVRY, 2001). Diese
unterschiedliche Zytokinexpression konnte im peripheren Blut und in der Haut
von Menschen mit AD festgestellt werden (REINHOLD et al., 1990; VAN DER
HEIJDEN et al., 1991; JUJO et al., 1992; RENZ et al., 1992; AKDIS et al., 1997;
LEUNG, 1999). In nicht betroffenen Hautarealen und in Hautarealen mit akuten
Lasionen wurde vermehrt IL-4 und IL-13, nicht aber IFN-y exprimiert. In
Hautarealen mit chronischen Ldsionen wurde vergleichsweise weniger IL-4
exprimiert, dafir aber vermehrt IL-12 und IFN-y, was darauf schlieBen lésst, dass
in chronischen Lé&sionen wieder ein Wechsel zu einer Thl-vermittelten
Immunantwort stattfindet, wahrend in der akuten Phase die Th2-Immunantwort
dominiert (HAMID et al., 1994; HAMID et al.,, 1996; LEUNG, 1999). In
chronischen Lé&sionen konnten auch mehr eosinophile Granulozyten
nachgewiesen werden, als in akuten Ldsionen (HAMID et al., 1994). Welche
Immunantwort stattfindet, wird unter anderem durch die Zytokine beeinflusst, die
bei der Antigenprasentation durch Langerhans Zellen und dendritische Zellen
anwesend sind. Dabei spielen IL-12, und der IL-12-Rezeptor eine wichtige Rolle

fir die Induktion von IFN-y und der Th1l-Immunantwort. Es sind zwei Subtypen
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des IL-12-Rezeptors bekannt, die IL-12 Rezeptor B1 (IL-12RB1)-Komponente
und die IL-12 Rezeptor B2 (IL-12RB2)-Komponente, die unabhéngig voneinander
mit niedriger Affinitat IL-12 binden. Werden sie gemeinsam exprimiert, steigt die
Bindungsaffinitat. Die IL-12RB2-Komponente vermittelt die Signaltransduktion
und wird, im Gegensatz zur IL-12RB1-Komponente, selektiv auf Thl exprimiert.
Die Expression der IL-12RB2-Komponente des IL-12-Rezeptors wird durch
IFN-o. sowie auch durch IL-12 selbst induziert, wéhrend IL-4 die Expression
hemmt. Ist also wahrend der Antigenprasentation vermehrt IFN-a und/oder I1L-12
vorhanden, so fihrt dies ber eine gesteigerte IFN-y-Expression zu einer Thl-
Immunantwort. Diese fuhrt wiederum zu einer weiteren Steigerung der IFN-y
Produktion bei gleichzeitig verringerter IL-4 Produktion. Bei Uberwiegender IL-4-
Présenz wéhrend der Antigenprésentation, wie z.B. bei Menschen mit AD, ist eine
Th2-Immunantwort die Folge (FINKELMAN et al., 1991; PARRONCHI et al.,
1992; ROGGE et al., 1997; LEUNG, 1999; MATSUI et al., 1999; TOMPKINS,
1999). Interessanterweise konnten GREWE und Mitarbeiter (1998) in einer in
vitro Studie nachweisen, dass eosinophile Granulozyten von Menschen mit AD
nach Stimulation mit Th2-Zytokinen IL-12 produzieren, welches wiederum die
Produktion von IFN-y durch Thl induziert. Demnach konnte die durch die
allergische Th2 Immunreaktion ausgeldste Infiltration wvon eosinophilen
Granulozyten in die Haut von Atopikern den oben beschriebenen Wechsel zu
einer Thl Immunantwort in chronischen Lasionen verursachen (GREWE et al.,
1998).

Die vorwiegend Th2-vermittelte Immunantwort bei Menschen mit AD fihrt zu
einer gesteigerten Produktion von allergen-spezifischen Antikdrpern der Klasse
IgE. Diese Antikorper besetzen spezielle Rezeptoren, die sogenannten
Fce-Rezeptoren, an  zahlreichen Zellen in der Haut, wie z.B.
antigenprésentierenden Langerhans Zellen, Makrophagen, aber auch an
Mastzellen (LEUNG et al., 1987; LEUNG, 1999; AMIN, 2012), sodass sie an der
Antigenprésentation beteiligt sind, aber auch an der Mastzelldegranulation. Zur
Mastzelldegranulation kommt es, wenn mastzellgebundenes IgE durch die
entsprechenden Allergene quervernetzt wird. Dabei werden proinflammatorische
Mediatoren und Zytokine freigesetzt, die wahrscheinlich an der fir die Allergie
typischen juckenden Entzindungsreaktion der Haut beteiligt sind und die

Infiltration weiterer Entzindungszellen in die Haut auslésen, die wiederum
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Entzindungsmediatoren freisetzen und die Inflammation so in Gang halten
(ISHIZAKA et al., 1972; ISHIZAKA et al., 1983; LEUNG, 1999; SINKE et al.,
2002; SIRAGANIAN, 2003; AMIN, 2012).

Bei der CAD ist die Rolle der verschiedenen Unterarten der CD4+ T-Helfer-
Zellen noch bei weitem nicht so gut erforscht wie beim Menschen (HILL &
OLIVRY, 2001). Eine qualitative Untersuchung zeigte zwar, dass Biopsieproben
von der Haut atopischer Hunde mit Lasionen mehr mRNA von IL-4 und IL-5
enthielten, als z.B. mMRNA von IL-2, der Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant. In derselben Studie wurde in signifikant mehr Proben von gesunder
Haut mRNA von IL-2 und IL-12p40 nachgewiesen, IFN-y-mRNA war jedoch bei
beiden in gleichem MaR vorhanden, wobei erwahnenswert ist, dass vier von funf
Proben von Hunden mit CAD, in denen mRNA von IFN-y nachgewiesen werden
konnte, von demselben Hund mit chronischen Hautl&sionen stammten (OLIVRY
et al., 1999) und deswegen die Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden
sollten. NUTTALL und Mitarbeiter fiihrten drei Jahre spéter erneut eine Studie
durch, in der der Gehalt an Zytokin-mRNA in der Haut von atopischen Hunden
und von gesunden Kontrollhunden verglichen wurde (NUTTALL et al., 2002). Im
Unterschied zu der Studie von OLIVRY und Mitarbeitern (1999) wurde hier eine
semi-quantitative reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
durchgefuhrt. Diese Studie zeigte signifikant mehr IL-4 mRNA in Haut von
Hunden mit CAD im Vergleich zu Haut wvon gesunden Hunden.
Interessanterweise war die Transkription von IL-2, IFN-y und Tumor-Nekrose-
Faktor a, alles Zytokine der Th1-Immunantwort, in Hautl&sionen von Hunden mit
CAD ebenfalls signifikant erhoht im Vergleich zu Haut von gesunden Hunden. Es
ist allerdings nicht angegeben, ob es sich bei diesen L&sionen um akute oder
chronische Ldasionen handelte und die Transkription ebendieser Zytokine war in
lasionsfreier Haut von Hunden mit CAD niedriger als bei gesunden Hunden. Es
kdnnte sich dabei also um den bereits in der Humanmedizin bekannten Wechsel
zur Thl-Immunantwort in chronischen Lasionen handeln. Diese Ergebnisse
kdnnten bedeuten, dass zu Beginn in der akuten Phase bei atopischen Hunden wie
bei Menschen eine Th2-Immunantwort (berwiegt, und dass bei chronischen
Fallen ebenfalls ein Wechsel zu einer Th1-Immunantwort stattfindet. Zu beachten
ist dabei, dass mMRNA nachgewiesen wurde. Inwieweit eine Translation stattfindet,

und welche Mengen der einzelnen Zytokine tatséchlich vorhanden sind, ist nicht
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bekannt (OLIVRY etal., 1999; NUTTALL et al., 2002).

Mastzellen spielen bei der CAD ebenfalls eine Rolle, auch wenn noch unklar ist,
wie bedeutend diese Rolle ist (HILL & OLIVRY, 2001). Sie sind beim Hund
hauptsachlich in der oberflachlichen Dermis zu finden und nicht gleichméaRig tber
den Korper verteilt. Die meisten Mastzellen finden sich an den Pinnae und den
ventralen Pfoten, beides Pradilektionsstellen der CAD (AUXILIA & HILL, 2000).
In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass IgE auch bei
Hunden an Mastzellen bindet (HALLIWELL, 1973; OLIVRY et al., 1996). Durch
Quervernetzung  von  mastzellgebundenem Ig kommt es  zur
Mastzelldegranulation, wobei es Hinweise gibt, dass Mastzellen von Hunden mit
CAD mehr Histamin enthalten und nach Stimulation auch mehr Histamin
freisetzen (DEMORA et al., 1996), welches an der nachfolgenden
Entziindungsreaktion beteiligt ist (HILL & OLIVRY, 2001). Neben den
Mastzellen besetzen IgE auch, wie beim Menschen, Rezeptoren an
antigenprésentierenden dendritischen Zellen und Langerhans-Zellen, die v.a. in
lasionaler Haut von Hunden mit CAD in signifikant hoherer Anzahl vorliegen als
bei gesunden Kontrollhunden (OLIVRY et al., 1996). IgE scheint also auch bei
CAD, genauso wie bei humaner AD, eine groRRe Rolle zu spielen. Eine Tatsache,

die wiederum auf eine tiberwiegende Th2-Immunantwort hindeutet.

Auch eosinophile Granulozyten sind, wie beim Menschen, bei Hunden mit CAD
im Vergleich zu gesunden Hunden vermehrt in der Haut nachzuweisen. Vor allem
in lasionaler Dermis und Epidermis sind sowohl intakte Eosinophile als auch freie
Granula nachzuweisen, daher scheinen sie eine Rolle in der Pathogenese der CAD
zu spielen (OLIVRY et al., 1997). Diese Eosinophilen kdnnten sogar noch eine
groRere Rolle spielen als bisher angenommen, da eosinophiles kationisches
Protein und "Major basic protein”, die von Eosinophilen sezerniert werden und fiir
viele der Wirkungen verantwortlich sind, nicht in normalen Férbungen
nachgewiesen werden (HILL & OLIVRY, 2001).

All diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass der CAD die gleichen
Pathomechanismen zugrunde liegen wie humaner AD, es sind jedoch weitere und
umfassendere Untersuchungen nétig, um diese Aussage abschlieBend bestatigen
zu kénnen (OLIVRY etal., 1996; OLIVRY etal., 1999; NUTTALL et al., 2002).

Neben den genetischen, immunvermittelten und umweltbedingten Faktoren spielt
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jedoch auch die Haut selbst eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der AD.
In Studien wurde gezeigt, dass die Hautbarriere bei atopischen Menschen und
Hunden auch an Stellen ohne Lé&sionen gestort ist (MARSELLA et al., 2011).
Dabei ist nicht nur, wie bereits bei der Genetik angesprochen, der Filaggrin-Anteil
in der Haut vermindert. In verschiedenen Studien ist auch der Anteil an
bestimmten Ceramiden im Stratum corneum der Epidermis bei atopischen im
Vergleich zu gesunden Menschen und Hunden erniedrigt (IMOKAWA et al.,
1991; REITER et al., 2009; SHIMADA et al., 2009). Ceramide spielen eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Hautbarriere (SWEENEY &
DOWNING, 1970; ELIAS, 1983; GEILEN et al., 1997; CHOIl & MAIBACH,
2005; MARSELLA et al., 2011). Bei Menschen mit AD war in einer Studie auch
der Anteil an Sphingosinen, einem weiteren natlrlichen Bestandteil der
Hautbarriere mit antibakterieller Wirkung, erniedrigt (ARIKAWA et al., 2002).
Die Folge dieser Veranderungen ist ein erhohter Wasserverlust durch die Haut
und somit eine trockene Haut (IMOKAWA et al., 1991; SHIMADA et al., 2009).
Desweiteren ist die Haut bei Menschen und Hunden mit AD anfalliger fur
wiederkehrende Infektionen durch Bakterien, v.a. Staphylococcus spp. (beim
Menschen in der Regel Staphylococcus aureus, beim Hund in der Regel
Staphylococcus pseudintermedius), und Malassezien, die sich, wahrscheinlich
aufgrund der geschwéachten Hautbarriere und den immunologischen
Veranderungen, viel leichter auf der Haut ansiedeln kénnen (LEYDEN et al.,
1974; NIMMO WILKIE et al., 1991; MCEWAN, 2000; DEBOER &
MARSELLA, 2001, ARIKAWA et al, 2002; SIMOU et al, 2005;
FAZAKERLEY et al., 2009). Durch die Infektion und durch die von den
Mikroorganismen freigesetzten Toxine wird die Entzindung der Haut
verschlimmert und die Hautbarriere weiter geschwéacht (EZEPCHUK et al., 1996;
ZOLLNER et al.,, 2000; DEBOER & MARSELLA, 2001; NIEBUHR et al.,
2011). Es existieren Studien, die die Vermutung nahelegen, dass gewisse
Oberflachenproteine und Toxine der Mikroorganismen selbst als Allergene
fungieren und somit einen allergischen Schub auslésen kénnen (LEUNG et al.,
1993; MORALES et al., 1994; MORRIS et al., 1998; TENGVALL LINDER et
al., 2000; DEBOER & MARSELLA, 2001).

Eine weitere mogliche Folge der gestorten Hautbarriere ist, dass die Allergene

direkt Gber die Haut in den Organismus gelangen konnen. Dies wurde in einer
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Patch-Test-Studie bestatigt, bei der die entsprechenden Allergene direkt auf die
Haut aufgebracht wurden und so bei allergischen, aber nicht bei gesunden Hunden
zu einer allergischen Reaktion in Form einer Quaddelbildung flhrten
(NOGUEIRA et al., 2005). Evtl. entsteht die Allergie erst aufgrund der gestorten
Hautbarriere, indem durch die Allergenaufnahme durch die Haut eine
Sensibilisierung stattfindet (FALLON et al., 2009; BUSSMANN et al., 2011;
OLIVRY et al., 2011). Die Allergene konnen jedoch auch Uber den Atmungstrakt
oder Verdauungstrakt in den Blutkreislauf und somit in die Haut gelangen
(MARSELLA et al., 2006). Lange Zeit sah man Inhalation allein als den Weg an,
uber den die Allergene in die Haut gelangen (WITTICH, 1941; PATTERSON,
1960; GOLD et al., 1972; PATTERSON et al., 1974; OLIVRY & HILL, 2001),
eine  Vielzahl von Studien demonstrierte jedoch die Bedeutung der
transepidermalen Allergenaufnahme (OLIVRY et al., 1996; OLIVRY et al., 1997;
OLIVRY & HILL, 2001; NOGUEIRA et al., 2005; MARSELLA et al., 2006;
OLIVRY etal., 2011).

Die verantwortlichen Allergene koénnen unterschiedlicher Herkunft sein. Sie
kdnnen aus der Umwelt stammen, wie z.B. Hausstaubmilben oder Graserpollen,
oder es kann sich dabei um Futter-/ bzw. Nahrungsbestandteile handeln. Beim
Hund ist die CAD definiert als "eine genetisch pradisponierte, entzindliche und
juckende allergische Hauterkrankung mit charakteristischen  Kklinischen
Merkmalen, assoziiert mit IgE-Antikdrpern, meistens gegen Umweltallergene
gerichtet” (HALLIWELL, 2006). Diese Definition beinhaltet demnach auch
allergische Hauterkrankungen gegen andere Allergene als Umweltallergene, wie
z.B. Futtermittelallergene. Es gibt momentan noch einige Kontroversen, ob der
durch Futtermittelallergene ausgelosten allergischen Hauterkrankung, die sich
klinisch genauso prasentiert wie die durch Umweltallergene ausgeloste CAD,
wirklich auch dieselben Pathomechanismen zugrunde liegen (HILLIER &
GRIFFIN, 2001a; OLIVRY et al., 2007a). Um Unklarheiten zu vermeiden, kann
man den Begriff ,,CAD sensu lato“ fiir die durch Umwelt- und
Futtermittelallergene verursachte allergische Hauterkrankung und fur die speziell
nur durch Umweltallergene ausgeldste, allergische Hauterkrankung den Begriff
,CAD sensu stricto*“ verwenden (PICCO et al., 2008).

Es sollte nicht unerwahnt bleiben, dass seit kurzem auch eine Form von CAD

bekannt ist, bei der keine IgE-Antikorper nachweisbar sind. Man hat sich deshalb
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auf die Bezeichnung "atopic-like dermatitis* geeinigt (HALLIWELL, 2006). Auf
diese Erkrankung soll hier jedoch nicht naher eingegangen werden.

Die folgende Abbildung (Abbildung 1) soll die Mechanismen der Pathogenese der
AD in ihrer Gesamtheit veranschaulichen: Aufgrund der gestorten Hautbarriere
konnen Allergene in die Haut eindringen (1). Dort werden sie an
antigenprésentierende Zellen gebunden (2), die zum regionalen Lymphknoten
wandern (3) und das Allergen den T-Helfer-Zellen prasentieren (4). Diese
entwickeln sich zu Th2 und produzieren IL-4, -5 und -13 (5). Dies fuhrt zur
Aktivierung von eosinophilen Granulozyten und zur Produktion von IgE-
Antikorpern durch B-Lymphozyten. Die Quervernetzung von
mastzellgebundenem IgE fuhrt zur Degranulation von Mastzellen in der Haut (6).
Durch die freigesetzten Entziindungsmediatoren werden Endothelzellen zur
Expression von Adhé&sionsmolekilen angeregt (7), die es weiteren
Entzindungszellen ermdglichen, zu binden und in die Haut einzuwandern. In die
Haut eingewanderte T-Lymphozyten setzen Zytokine frei und eosinophile
Granulozyten degranulieren (8), was zu Entziindung und klinischen Symptomen
fihrt (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).
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Abbildung 1: Pathogenese der atopischen Dermatitis (LOEWENSTEIN &
MUELLER, 2009).

(Copyright 2009 Wiley. Abbildung aus: C. Loewenstein, R. S. Mueller, "A review
of allergen-specific immunotherapy in human and veterinary medicine",

Veterinary Dermatology, John Wiley and Sons, mit Genehmigung.)
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1.2. Klinik

Das klinisch hervorstechendste Merkmal der AD sowohl beim Menschen als auch
beim Hund ist der Juckreiz (HANIFIN & RAJKA, 1980; GRIFFIN & DEBOER,
2001; FAVROT et al., 2010b).

Die AD des Menschen ist der des Hundes sehr &hnlich. Sie beginnt typischerweise
in einem Alter unter zwei Jahren. Betroffene Kdrperbereiche sind die Kopfhaut,
das Gesicht, der Nacken und die Flexorseiten der Extremitdten. Trockene Haut,
Erytheme, Exkoriationen und Lichenifikationen sind die typischen
Hautverdnderungen (HANIFIN & RAJKA, 1980; WILLIAMS et al., 1994;
THESTRUP-PEDERSEN, 2000; GRIFFIN & DEBOER, 2001).

Beim Hund beginnt die Erkrankung meist in einem Alter zwischen sechs Monaten
und drei Jahren. Anfangs besteht oft nur Juckreiz ohne weitere VVeranderungen. Es
besteht im Moment noch Unklarheit, ob Primérlasionen im Verlauf der AD
auftreten. Manche Autoren sehen Erythem als eine Primérlasion an, andere halten
es eher fur eine Sekundarldsion als Folge von Juckreiz oder Infektionen
(SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; GRIFFIN & DEBOER, 2001; FAVROT et
al., 2010b). Im Laufe der Zeit entstehen dann die typischen
Sekundarveranderungen als Folge des Juckreizes durch Selbsttraumatisierung
oder in Folge von Hautinfektionen. Dabei handelt es sich um Alopezie, Erosionen,
Exkoriationen,  Ulzerationen,  Krusten, Papeln und Pusteln  sowie
Hyperpigmentierung und Lichenifizierung (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999;
GRIFFIN & DEBOER, 2001; FAVROT et al., 2010b). Das Ausmal} der
Symptome ist abhéngig von verschiedenen Faktoren, wie Allergenexposition und
damit auch von der Jahreszeit, Rassepradisposition, Sekundérinfektionen und
individuellen Faktoren (GRIFFIN & DEBOER, 2001; FAVROT et al., 2010b;
OLIVRY et al., 2010a). Desweiteren bestehen zwischen verschiedenen Rassen
Unterschiede in der Art und der Verteilung der Lasionen (JAEGER et al., 2010;
WILHEM et al., 2011).

Pradilektionsstellen fir die typischen Verdnderungen der CAD sind das Gesicht
und die Pinnae, die Pfoten und das Ventrum (GRIFFIN & DEBOER, 2001;
FAVROT et al., 2010b; JAEGER et al., 2010). Haufig betroffen sind desweiteren
der ventrale Hals, die Axillen, das Perineum und der ventrale Schwanz sowie die
Flexorstellen und mediale Seite der Extremitaten (OLIVRY et al., 2010a). Es

kann auch Otitis externa als zuséatzliches, und in wenigen Féllen einziges,
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Symptom bestehen (SARIDOMICHELAKIS et al., 2007). In einer retrospektiven
Studie von JAEGER und Mitarbeitern (2010) litten rund 50 % der Hunde mit
CAD an Otitis externa (JAEGER et al., 2010). Manche Hunde zeigen eine, teils
saisonale, Konjunktivitis (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; GRIFFIN &
DEBOER, 2001).

1.3. Diagnose

Die Diagnose ,,atopische Dermatitis” ist nicht leicht zu stellen. Weder in der
Humanmedizin, noch in der Tiermedizin gibt es einen speziellen Test oder einen
sogenannten ,,Goldstandard“. Dies liegt unter anderem an der komplexen und
immer noch nicht vollstandig bekannten Pathogenese, aber auch an dem (beraus
variablen Krankheitsbild. Kein klinisches Merkmal und kein immunologisches
Kriterium ist pathognomonisch fur die AD (DEBOER & HILLIER, 2001;
OLIVRY, 2010). Um eine Diagnosestellung dennoch zu erleichtern und etwas zu
vereinheitlichen, sind sowohl in der Humanmedizin als auch in der Tiermedizin
Listen mit bestimmten Kriterien erstellt worden. Wenn eine bestimmte Anzahl der
Kriterien erfullt wird, ist die AD als eine der Hauptdifferentialdiagnosen
anzusehen (HANIFIN & RAJKA, 1980; WILLEMSE, 1986; WILLIAMS et al.,
1994; PRELAUD et al., 1998; OLIVRY, 2010). In einer 2010 veroffentlichten
Studie von FAVROT und Mitarbeitern wurden die fir die Veterindrmedizin
erstellten Kriterienlisten von Willemse und Prélaud zum ersten Mal auf ihre
Sensitivitat und Spezifitat Uberprift. Die Werte betrugen 49,3 % und 80,2 % fur
die Kriterien nach Willemse und 74,3 % sowie 68,4 % fir die Kriterien nach
Prélaud. Desweiteren wurden zwei neue Kriterienlisten erstellt. Diese Listen
weisen nicht nur eine hohere Sensitivitat und Spezifitat auf als die beiden bereits
bekannten Listen, sie lassen sich dartiber hinaus zusétzlich zur Diagnose der durch
Umweltallergene ausgeldsten allergischen Dermatitis auch zur Diagnose der
durch Futtermittelallergene ausgeldsten allergischen Dermatitis anwenden
(FAVROT et al., 2010b) (siehe Anhang 3). Wie bereits erwahnt, lassen sich diese
beiden Krankheiten Klinisch nicht unterscheiden. Um einen
futtermittelallergischen Hund wvon einem umweltallergischen Hund zu
unterscheiden, muss momentan immer noch eine sogenannte Eliminationsdiét
Uber sechs bis acht Wochen, mit anschlielender Provokation, d.h. Fitterung des
urspriinglichen Futters, das der Hund vor der Didt bekam, durchgefihrt werden
(ROSSER, 1993; GRIFFIN & DEBOER, 2001). Es konnten jedoch
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vielversprechende  Ergebnisse  mit  Patch-Tests zur  Diagnose  der
Futtermittelallergie erzielt werden. Dieser konnte in Zukunft evtl. eine Alternative
zu der relativ aufwendigen Eliminationsdiat darstellen (BETHLEHEM et al.,
2012).

Leider sind auch die beiden neuen Kriterienlisten nach FAVROT und
Mitarbeitern (2010) kein eindeutiges Diagnostikum. Mit einer Spezifitat von ca.
80 % wird jeder funfte Hund falsch diagnostiziert (FAVROT et al., 2010b). Daher
ist es vonnodten, zusatzlich zur Anwendung dieser Kriterien samtliche in Frage
kommenden Differentialdiagnosen, wie z.B. Ektoparasiten, primdr infektiose
Geschehen oder Keratinisierungsstorungen, auszuschliel3en. Erst nach Ausschluss
samtlicher  nicht-allergischer  Differentialdiagnosen und  anschliefendem
Ausschluss allergischer Differentialdiagnosen, wie der Flohspeichelallergie
mittels geeigneter Ektoparasitenkontrolle sowie der Futtermittelallergie mittels
Eliminationsdiat, kann die Diagnose CAD sensu stricto gestellt werden (DEBOER
& HILLIER, 2001; OLIVRY, 2010).

Ist die Diagnose gestellt, konnen mittels Intrakutantest oder Serum-Allergie-Test
die verantwortlichen Allergene identifiziert werden und, ausgehend von den
Ergebnissen,  eine  Desensibilisierung  oder, falls  mdglich, eine
Allergenvermeidung gestartet werden. Zu beachten ist dabei, dass auch die
Ergebnisse dieser Tests nicht unfehlbar sind. Bei einem Serum-Allergie-Test wird
antigenspezifisches IgE gemessen, welches jedoch auch manchmal bei gesunden,
d.h. nicht-allergischen Hunden, vorhanden ist. Genauso verhélt es sich bei dem
Intrakutantest, bei dem die Mastzell-Degranulation nach Antigen-Exposition
gemessen wird. Auch hier kdnnen gesunde Hunde positiv getestet werden. Daher
sollten diese Tests der Bestimmung der verantwortlichen Allergene bei bereits
diagnostizierten Umweltallergikern vorbehalten werden (CHAMBERS &
GLASER, 1958; LINDBLAD & FARR, 1961; DREBORG, 1993;
PASTORELLO, 1993; DEBOER & HILLIER, 2001; HILLIER & DEBOER,
2001).

1.4. Therapie

Mit Ausnahme der ASIT besteht die Therapie der atopischen Dermatitis
momentan aus einer Kombination an symptomatischen Behandlungen
(MUELLER, 2010; OLIVRY etal., 2010a).
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1.4.1. Symptomatische Therapie

Die wirksamsten symptomatischen Behandlungsmaglichkeiten sind systemisch
verabreichte Immunsuppressiva wie Glukokortikoide und Calcineurin-Inhibitoren,
gefolgt von lokal applizierten Glukokortikoiden und Calcineurin-Inhibitoren.
Desweiteren kdnnen Antihistaminika, essentielle Fettsauren und Shampoos einen
positiven Effekt auf Hunde mit CAD haben (OLIVRY & MUELLER, 2003;
OLIVRY etal., 2010a; OLIVRY et al., 2010b).

Leider treten bei den wirksamsten Medikamenten auch die schwerwiegendsten
Nebenwirkungen auf, wohingegen weniger potente Medikamente zwar besser
vertraglich, jedoch in der Regel in ihrer Wirkung weniger zuverlassig sind,
weshalb stets nach neuen Therapiemdglichkeiten geforscht wird (OLIVRY &
MUELLER, 2003; OLIVRY etal., 2010a; OLIVRY et al., 2010b).

1.4.1.1. Glukokortikoide

Glukokortikoide koénnen systemisch in Form von Spritzen oder Tabletten
verabreicht, oder aber topisch in Form von Cremes oder Sprays auf die betroffene
Haut  aufgebracht werden (OLIVRY & SOUSA, 2001). lhr
Wirkungsmechanismus beruht darauf, dass sie die Transkription von Genen
beeinflussen, indem sie die Expression unterdriicken oder stimulieren. Dies kann
auf direktem Wege geschehen, indem sich der mit einem Glukokortikoid besetzte
Glukokortikoid-Rezeptor an Promoterregionen von bestimmten Genen platziert,
oder aber indirekt, indem er mit anderen Transkriptionsfaktoren interagiert
(SCHULE et al., 1988; GRONEMEYER, 1992; TRUSS & BEATO, 1993;
BEATO et al.,, 1995; BARNES, 1998). Dies fihrt unter anderem zu einer
Hemmung der Synthese proinflammatorischer Zytokine, wie IL-2, -3, -4, -5, -6
und -13, Granulozyten Makrophagen Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF)
und Tumor Nekrose Faktor-alpha (PALIOGIANNI et al.,, 1993; MORI et al.,
1997, BARNES, 1998), sowie zu einer Hemmung der Synthese
proinflammatorischer Enzyme und der Rezeptoren fir diese Zytokine und
Enzyme (IHARA & NAKANISHI, 1990; ROBBINS et al., 1994; NEWTON et
al., 1997; BARNES, 1998). Andererseits werden Gene mit antiinflammatorischer
Wirkung hochreguliert, wodurch unter anderem vermehrt Lipocortin-1 gebildet
wird, ein Inhibitor der Phospholipase A2. Dies fuhrt zu einer verminderten
Synthese vieler proinflammatorischer Arachidonsaurederivate, wie Prostaglandine

und Thromboxane. Somit entsteht im Endeffekt die entziindungshemmende und
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immunsuppressive Wirkung der Glukokortikoide (FLOWER & ROTHWELL,
1994; BARNES, 1998; OLIVRY & SOUSA, 2001).

Sowohl in der Humanmedizin als auch in der Tiermedizin gibt es verschiedene
Protokolle zur Anwendung von Glukokortikoiden. So kann man akute
Allergieschiibe mit kurzfristiger, hochdosierter Glukokortikoidgabe in den Griff
bekommen, oder versuchen, durch eine dauerhafte niedrig dosierte
Glukokortikoidtherapie solche akuten Allergieschibe zu verhindern (DRAKE et
al.,, 1992; OLIVRY & SOUSA, 2001; TOFTE & HANIFIN, 2001; OLIVRY et
al., 2010a).

Warum Arzte und Tierarzte trotz der hohen Wirksamkeit dieser Therapie oft von
einer dauerhaften Glukokortikoidtherapie absehen, liegt an den vergleichsweise
zahlreichen und z.T. schwerwiegenden Nebenwirkungen. Eine mogliche Folge
der Glukokortikoidtherapie ist das Cushing-Syndrom, gekennzeichnet durch
Polydipsie, Polyurie, Polyphagie, Muskelatrophie und Calcinosis cutis.
Desweiteren kann es zu Leberschadigung und zur Beglnstigung von Infektionen
wie z.B. aufsteigenden Harnwegsinfektionen kommen. In seltenen Fallen kdnnen
sogar potentiell lebensgefahrliche Magenulzerationen oder Pankreatitiden durch
eine langandauernde oder besonders hoch dosierte Therapie ausgeldst werden
(OLIVRY & SOUSA, 2001; OLIVRY et al., 2010a).

Aus diesem Grund werden topische Produkte wie Salben und Sprays oft
bevorzugt, da sie einfach und gezielt an betroffenen Stellen anzuwenden sind,
somit nur eine geringe Dosis benoétigt wird und ihre systemischen
Nebenwirkungen vergleichsweise gering sind. Die lokalen Nebenwirkungen von
Glukokortikoiden sollten jedoch nicht unterschatzt werden. Es kann auch hier zu
Hautatrophie und sogar subepidermaler Vesikelbildung kommen (GROSS et al.,
1997; KIMURA & DOI, 1999; OLIVRY & SOUSA, 2001).

Einen Sonderfall stellt ein 0,0584%iges Hydrocortison Aceponat-Spray dar,
welches in der Tiermedizin zur Behandlung der CAD zugelassen ist, da es
hauptsachlich lokal in der Haut wirkt und dort abgebaut wird. Uber einen
Zeitraum von 70 Tagen konnten keine Nebenwirkungen und auch keine
Veranderungen der Blutwertparameter festgestellt werden (NUTTALL et al.,
2009). BIZIKOVA und Mitarbeiter (2010) stellten allerdings eine milde
Hautatrophie mit dieser Therapie fest (BIZIKOVA et al., 2010).
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1.4.1.2. Calcineurin-Inhibitoren

Cyclosporin A ist ein Metabolit der Pilzspezies Tolypocladium inflatum und
wurde erstmals 1970 entdeckt. Es wird seit den 80er-Jahren in der Humanmedizin
nach Organtransplantationen zur Verhinderung von AbstoRungsreaktionen
eingesetzt (BOREL et al., 1976; CALNE et al., 1978; AMOR et al., 2010). Das
zyklische Oligopeptid ist ein Calcineurin-Inhibitor und fiihrt zu einer selektiven
Suppression der T-Lymphozyten, indem es die Synthese bestimmter Zytokine wie
z.B. IL-2 blockiert. IL-2 ist essentiell bei der Aktivierung von T-Lymphozyten
(GIESE et al., 2004; FERRACCIOLI et al.,, 2005; AMOR et al., 2010).
Andererseits kann es die Expression anderer Gene hochregulieren, sodass es z.B.
zu einer vermehrten Produktion von Transforming Growth Factor beta (TGF-p)
kommt (MASCARELL & TRUFFA-BACHI, 2003; GIESE et al.,, 2004;
STEFFAN et al., 2006). Dies fuhrt dazu, dass neben T-Lymphozyten auch
antigenprasentierende  Langerhans-Zellen,  Mastzellen und  eosinophile
Granulozyten blockiert werden, also die Zellen, die maRgeblich an allergischen
Reaktionen beteiligt sind (DUPUY et al., 1991; TEUNISSEN et al., 1991;
LAGENTE et al., 1994; SPERR et al., 1996; ORAN et al., 1997; MARSELLA &
OLIVRY, 2001; STEFFAN et al., 2006).

Cyclosporin A wird mittlerweile sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Tiermedizin zur Behandlung der AD eingesetzt. Trotz seiner guten Wirksamkeit
ist der Einsatz in der Humanmedizin aufgrund der z.T. massiven Nebenwirkungen
eingeschrankt. Bei Langzeittherapie kommt es beim Menschen zu teils
irreversiblen Nierenschdden und Bluthochdruck (BROWN et al., 1986; YOUNG
etal., 1994; MROWIETZ et al., 1995; POWLES et al., 1998; RYAN et al., 2010).
Desweiteren ist das Tumorrisiko erhéht (COCKBURN & KRUPP, 1989; RYAN
et al., 2010). Weitere Nebenwirkungen sind Tremor und Anfille, Ubelkeit,
Erbrechen und Durchfall sowie Gingivahyperplasie (JOSS et al.,, 1982;
THOMPSON et al., 1984; KRUPP & MONKA, 1990; BOKENKAMP et al.,
1994; DOUFEXI et al., 2005; RYAN et al., 2010). Vor allem wegen der
Nephrotoxizitat wird Cyclosporin A in der Humanmedizin nur kurzzeitig zur
Kontrolle akuter Allergieschiibe oder intermittierend eingesetzt (CAMP et al.,
1993; RYAN et al., 2010).

In der Tiermedizin wurden bislang bei normaler Dosierung keine nephrotoxischen
Nebenwirkungen beobachtet (FONTAINE & OLIVRY, 2001; OLIVRY et al.,
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2002a; OLIVRY et al., 2002b; STEFFAN et al., 2003). Am haufigsten treten
gastrointestinale Nebenwirkungen wie Anorexie, Erbrechen und Durchfall auf. In
seltenen Fallen kann es zu Gingivahyperplasie oder kutaner Papillomatose
kommen. Alle diese Nebenwirkungen sind nach Absetzen des Medikamentes
reversibel (RYFFEL et al., 1983; FONTAINE & OLIVRY, 2001; MARSELLA &
OLIVRY, 2001; OLIVRY et al., 2002a; OLIVRY et al., 2002b; STEFFAN et al.,
2003). Um eine Aussage uber ein evtl. erhohtes Krebsrisiko nach Langzeittherapie
zu treffen, liegen in der Tiermedizin noch nicht genligend Daten vor. Aufgrund
dieser vergleichsweise guten Vertraglichkeit und der sehr guten Wirksamkeit, die
mit der von Glukokortikoiden vergleichbar ist (MARSELLA & OLIVRY, 2001;
STEFFAN et al., 2003), wird Cyclosporin A in der Tiermedizin auch zur
symptomatischen Langzeittherapie eingesetzt. Die ersten zwei bis vier Wochen
kann zusatzlich mit Glukokortikoiden therapiert werden, da Cyclosporin A seine
volle Wirkung erst nach vier bis sechs Wochen entfaltet (OLIVRY et al., 2010a).
Bei vielen Tieren kann die Dosis des Medikamentes nach ein bis zwei Monaten
reduziert werden, indem man entweder taglich die halbe Dosis verabreicht, oder
aber jeden zweiten Tag die volle Dosis (STEFFAN et al., 2003; OLIVRY et al.,
2010a).

Ein weiterer Calcineurin-Inhibitor ist Tacrolimus. Dieser Metabolit des Pilzes
Streptomyces tsukubaensis unterscheidet sich chemisch zwar von Cyclosporin A,
hat aber denselben Wirkungsmechanismus (KINO et al., 1987b; KINO et al.,
1987a; MARSELLA & OLIVRY, 2001). Tacrolimus wird topisch in Form von
Cremes appliziert. In der Humanmedizin wird es bereits erfolgreich zur
Behandlung der AD eingesetzt. Da es kaum resorbiert wird, entfallen die
Nebenwirkungen, die den Langzeiteinsatz von Cyclosporin A verhindern. Die
einzigen aufgetretenen Nebenwirkungen waren Hautirritationen, ein Brennen auf
der Haut und Juckreiz (BOGUNIEWICZ et al., 1998; REITAMO et al., 2000;
HULTSCH et al., 2005; MCCOLLUM et al., 2010). Daher wird Tacrolimus als
Alternative zu Glukokortikoid-haltigen Salben angesehen. Die Wirkung tritt
jedoch nicht so schnell ein wie bei Glukokortikoid-haltigen Salben, weshalb
Tacrolimus evtl. eher als Erhaltungstherapie geeignet ist, sobald akute Schiibe mit
Hilfe von Glukokortikoiden unter Kontrolle sind (MCCOLLUM et al., 2010).

Auch zur Behandlung der CAD ist Tacrolimus geeignet, vor allem lokalisierte

Lasionen kénnen damit behandelt werden. Da der klinische Effekt bei Hunden
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noch spéter eintritt als bei Menschen, eignet sich Tacrolimus auch hier nicht zur
Behandlung akuter Schiibe der CAD, sondern eher zur Behandlung chronischer
Lasionen. Dazu sollte mit einem zweimal téaglichen Behandlungsintervall
begonnen werden, das dann nach und nach reduziert wird. Auch bei Hunden
wurden keine systemischen Nebenwirkungen beobachtet, die einzigen
Nebenwirkungen, die bisher auftraten, waren initiale Hautirritationen
(MARSELLA & NICKLIN, 2002; BENSIGNOR & OLIVRY, 2005; OLIVRY et
al., 2010a).

1.4.1.3. Antihistaminika

Antihistaminika blockieren die Wirkung von Histaminen, indem sie
Histaminrezeptoren besetzen (DEBOER & GRIFFIN, 2001). Histamine werden
z.B. bei der Mastzelldegranulation freigesetzt und tragen zur allergischen
Entzindungsreaktion der Haut bei (DEBOER & GRIFFIN, 2001; AMIN, 2012).
Man unterscheidet vier verschiedene Histaminrezeptoren, die an unterschiedlichen
Lokalisationen exprimiert werden (LEURS et al., 2011; SIMONS & SIMONS,
2011). Histamin-(H)1-Rezeptoren sind z.B. in Blutgefdlen, der glatten
Muskulatur der Lunge und des Gastrointestinaltraktes, im Herzen und im
zentralen Nervensystem lokalisiert. Ihre Aktivierung verursacht Juckreiz, Schmerz
und vermehrte Durchlassigkeit der Blutgefale. H2-Rezeptoren befinden sich in
der Mukosa des Magens, im Uterus, im Herzen und im zentralen Nervensystem
und vermitteln unter anderem eine erhdhte Magenséauresekretion sowie eine
vermehrte Durchl&ssigkeit der GefalRe (DEBOER & GRIFFIN, 2001; SIMONS &
SIMONS, 2011). Bei der Behandlung der atopischen Dermatitis spielen
momentan nur H1-Rezeptor-Antagonisten eine Rolle. H4-Rezeptor-Antagonisten
konnten zukunftig relevant werden, befinden sich jedoch momentan noch in der
Versuchsphase (DEBOER & GRIFFIN, 2001; ROSSBACH et al., 2009; LEURS
et al.,, 2011; SIMONS & SIMONS, 2011). Man unterscheidet H1-Rezeptor-
Antagonisten der ersten Generation, die neben dem antipruritischen Effekt einen
sedierenden Effekt haben, und H1-Rezeptor-Antagonisten der zweiten Generation
ohne oder nur mit geringem sedierenden Effekt (OLIVRY & MUELLER, 2003;
SIMONS & SIMONS, 2011). Manche Antihistaminika haben neben der
Histaminrezeptorblockade noch andere Effekte, wie die Verhinderung der
Ausschittung von Entzundungsmediatoren aus Mastzellen und Basophilen

(LIPPERT et al., 1995) oder die verringerte Expression von Adhasionsmolekilen
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(CIPRANDI et al., 1996). Erst seit relativ kurzer Zeit ist bekannt, dass H1-
Rezeptor Antagonisten tatséchlich gar keine wahren Antagonisten sind, sondern
reverse Agonisten, die die inaktive Form des Histaminrezeptors stabilisieren
(BAKKER et al., 2000; SIMONS & SIMONS, 2011).

Bei der humanen AD haben manche Antihistaminika bei einigen Menschen einen
juckreizreduzierenden Effekt, wéhrend sie bei anderen weniger gut oder gar nicht
wirken (HOARE et al., 2000; DEBOER & GRIFFIN, 2001). Unklar ist, wie grof3
die Bedeutung der sedierenden Wirkung der H1-Rezeptor-Antagonisten der ersten
Generation in Bezug auf die Reduktion des Juckreizes ist (DEBOER & GRIFFIN,
2001). Eine 2000 verdffentlichte Meta-Analyse kontrollierter Studien zur
Therapie der humanen AD ergab, dass die vorliegenden Studien nicht ausreichen,
um eine Behandlung mit Antihistaminika zu empfehlen oder davon abzuraten
(HOARE et al., 2000).

Leider fehlen bislang auch bei der CAD schllssige Beweise in Form von
randomisierten, kontrollierten Studien, um eine Therapie mit Antihistaminika zu
beflurworten oder abzulehnen — mit zwei Ausnahmen (OLIVRY & MUELLER,
2003; OLIVRY et al., 2010a). Cetirizin, ein H1-Rezeptor-Antagonist der zweiten
Generation, verhinderte die allergen- und histamininduzierte Bildung von
Quaddeln (DE VOS et al., 1987), hatte einen suppressiven Effekt auf die
Ausbildung von Quaddeln beim Intrakutantest (TEMIZEL et al., 2011), und
zeigte einen reproduzierbaren, juckreizstillenden Effekt in einer einfach-
verblindeten, placebokontrollierten Studie (COOK et al., 2004). Histacalmine®
(Virbac, Carros, Frankreich), ein Kombinationspraparat in dem sowohl
Hydroxyzin als auch Chlorpheniramin enthalten sind, zeigte eine
zufriedenstellende Verbesserung des klinischen Bildes bei 24 % der an einer
randomisierten, kontrollierten, doppelt-verblindeten Studie teilnehmenden Hunde
(EWERT & DAEMS, 2001), sodass laut der ,,International Task Force on Canine
Atopic Dermatitis* ausreichende Beweise fiir eine Empfehlung der Behandlung
der CAD mit diesem Kombinationspréparat vorliegen (OLIVRY & MUELLER,
2003). Bei allen anderen Antihistaminika konnte keine zufriedenstellende
Verbesserung festgestellt werden oder der therapeutische Effekt war in weiteren
Studien nicht reproduzierbar (OLIVRY & MUELLER, 2003; OLIVRY et al.,
2010a).

Nebenwirkungen sind bei Hunden selten und meist geringfligig. So zeigen
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praktisch alle H1-Rezeptor-Antagonisten der ersten Generation eine sedierende
Wirkung, die jedoch in Bezug auf die Juckreizhemmung auch eine therapeutische
Rolle spielen kann (OLIVRY & MUELLER, 2003). Zuséatzlich koénnen
gastrointestinale Nebenwirkungen wie z.B. Erbrechen auftreten (COOK et al.,
2004).

AbschlieBend ist zu sagen, dass trotz der wenigen Beweise ein Therapieversuch
mit verschiedenen Antihistaminika von erfahrenen Veterindrdermatologen
empfohlen wird (DEBOER & GRIFFIN, 2001). Dies liegt zum einen daran, dass
Antihistaminika, auch wenn sie selber nur eine geringe juckreizlindernde Wirkung
zeigen, evtl. einen Glukokortikoid-sparenden Effekt haben konnen (DEBOER &
GRIFFIN, 2001; MUELLER, 2010) und zum anderen daran, dass Antihistaminika
in Remissionsphasen einen proaktiven Effekt haben kodnnten und erneute
Allergieschiibe verhindern oder abmildern kénnten. Hierfiir liegen jedoch derzeit
noch keine wissenschaftlichen Daten vor (MUELLER, 2010). Manchmal kann
auch die Kombination mit essentiellen Fettsduren eine Wirkungssteigerung
bewirken (PATERSON, 1995; DEBOER & GRIFFIN, 2001).

1.4.1.4. Essentielle Fettsauren

Fur  essentielle  Fettsduren  werden  zwei  verschiedene  mdogliche
Wirkungsmechanismen postuliert. Zum einen greifen bestimmte mehrfach
ungeséttigte essentielle Fettséuren in die Arachidonsdurekaskade ein, indem sie
anstelle  von  Arachidonséure  verstoffwechselt ~ werden,  wodurch
antiinflammatorische  Prostaglandine  und  Leukotriene  anstelle  von
proinflammatorischen Prostaglandinen und Leukotrienen gebildet werden.
Zusatzlich wird die Synthese weiterer proinflammatorischer Zytokine wie Tumor
Nekrose Faktor und IL-2 gehemmt und somit auch die T-Zell-Aktivierung
blockiert (BJORNEBOE et al., 1987; MILLER et al., 1988; MEYDANI et al.,
1991; BYRNE et al., 2000; ZIBOH et al., 2000; OLIVRY et al., 2001a).

Der zweite Wirkungsmechanismus betrifft die Hautbarriere. Wie bereits erwahnt,
wurde in verschiedenen Studien herausgefunden, dass sowohl bei Menschen als
auch bei Hunden mit AD wichtige Bestandteile der nattrlichen Hautbarriere, die
zum Teil aus essentiellen Fettsduren bzw. deren Derivaten aufgebaut ist, in
verminderter Quantitat vorhanden sind, insbesondere manche Ceramide und

Sphingosine. Dies fihrt zu einem erhohten transepidermalen Wasserverlust und
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einer erhohten Infektionsanfélligkeit (IMOKAWA et al., 1991; ARIKAWA et al.,
2002; REITER et al., 2009; SHIMADA et al., 2009). Durch Gabe solcher
mehrfach ungeséttigter essentieller Fettsduren, entweder oral oder topisch auf die
Haut, verspricht man sich, die Hautbarriere wieder zu verbessern und somit den
erhéhten transepidermalen Wasserverlust wie auch die Infektionsanfélligkeit zu
verringern (MARSH et al., 2000; OLIVRY et al., 2001a).

Sowohl in der Human- als auch in der Tiermedizin gibt es zahlreiche Studien, die
einen positiven Effekt essentieller Fettsduren auf die atopische Dermatitis
erkennen lassen (BJORNEBOE et al., 1987; WATANABE & KURODA, 1999;
MARSH et al., 2000; OLIVRY et al., 2001a; TRETTER & MUELLER, 2011).
Leider fehlen in der Tiermedizin noch ausreichend kontrollierte, randomisierte,
geblindete Studien von ausreichender Dauer (OLIVRY et al., 2001a). Bei vielen
bisher durchgeflihrten Studien, in denen essentielle-Fettsauren-Préparate getestet
wurden, wurde z.B. nicht die Diat der Tiere vorgeschrieben, wodurch schon allein
durch das Futter sehr groBe Unterschiede in der Aufnahme essentieller Fettsauren
zwischen den einzelnen Hunden bestanden. Oft sind die Studien auch von zu
kurzer Dauer, da es Monate dauern kann, bis der Effekt der essentiellen Fettsauren
eintritt (OLIVRY et al., 2001a).

Essentielle Fettsduren kdnnen evtl. wie Antihistaminika einen Glukokortikoid-
sparenden Effekt haben, daher wird ihre Gabe vor allem bei chronisch
allergischen Hunden, die dauerhaft mit Glukokortikoiden behandelt werden,
unterstitzend empfohlen (SAEVIK et al., 2004; MUELLER, 2010).

1.4.1.5. Shampootherapie

Shampoonieren wird bei Hunden mit CAD oft als unterstiitzende oder in sehr
milden Féllen einzige Therapie empfohlen. Durch eine Shampootherapie kdnnen
bei der CAD zwei unterschiedliche Ziele verfolgt werden. Zum einen kann die
Verwendung eines milden, nicht-irritierenden Shampoos mit unterschiedlichen
Inhaltsstoffen — wie z.B. essentiellen Fettsduren, Mono- und Polysacchariden,
kolloidalem Hafermehl und Vitaminen — der Hydrierung der Haut dienen, den
Juckreiz lindern und mechanisch Allergene sowie Mikroorganismen von der Haut
entfernen. Zum anderen konnen Shampoos mit antibakteriellen und/oder
antimykotischen Wirkstoffen wie z.B. Chlorhexidin oder Miconazol unterstiitzend

zur Therapie von Hautinfektionen eingesetzt werden (CURTIS, 1998;



I1. Literaturlibersicht 23

MUELLER, 2002, 2010). Die Wirksamkeit antipruritischer Shampoos wurde erst
in wenigen randomisierten, placebokontrollierten Studien untersucht, wobei nur in
einer Studie eine signifikante Verbesserung des Juckreizes nachzuweisen war.
Auffallig war dabei, dass auch schon der rein mechanische Vorgang des
Waschens in einem Whirlpool ohne Shampoo einen juckreizlindernden Effekt
hatte (LOFLATH et al., 2007; OLIVRY et al., 2010a). In einer anderen
kontrollierten Studie, in der ein Shampoo, das antibakterielle Wirkstoffe enthielt
(Phytosphingosine und Chlorhexidin), mit einem Shampoovehikel ohne
antibakterielle Wirkstoffe verglichen wurde, konnte kein Unterschied in der
antimikrobiellen Wirksamkeit festgestellt werden. Die Keimzahl konnte mit
beiden Shampoos reduziert werden, was dafur spricht, dass schon allein der
mechanische Vorgang des Waschens unterstitzend bei der Therapie von
bakteriellen Hautinfektionen wirken kann (STROH et al., 2010). Da die topische
Therapie mit Shampoos — abgesehen von mdéglichen Hautirritationen — praktisch
keine Nebenwirkungen aufweist und durch die unterstiutzende Verwendung evitl.
die systemische Verabreichung von Medikamenten reduziert werden kann, ist ihre
Anwendung als unterstiitzende Therapie sinnvoll (CURTIS, 1998; MUELLER,
2002, 2010).

1.4.2. ASIT

Die ASIT ist momentan die einzige ursachliche Behandlungsmoglichkeit der AD.
Dabei werden den betroffenen Individuen die Allergene, die fur die Erkrankung
verantwortlich sind, in aufsteigender Dosierung verabreicht (OLIVRY et al.,
2001b). Die Wirkung beruht darauf, dass durch die hohe Allergenexposition eine
massive Antigenprasentation z.B. durch Langerhans Zellen stattfindet. Dies flihrt
zu einer starken T-Zell-Aktivierung, welche wiederum zu einer vermehrten IFN-y
Produktion und einer erhdhten Produktion von 1gG4, 1gG1 und IgA sowie einer
verminderten IgE-Produktion fuhrt, also zu einer Verschiebung von der Th2-
Immunantwort  zu einer  Thl-Immunantwort. Zusétzlich werden
Regulationsmechanismen aktiviert. Beim Menschen und beim Hund wurde
gezeigt, dass eine erfolgreiche Desensibilisierung mit einer Erhéhung von
Regulations-T-Zellen und von diesen Zellen sezerniertem IL-10 und TGF-$
einhergent,  welche  wiederum  (berschiefende  Entziindungsreaktionen
unterdriicken und malgeblich zur Verschiebung der IgE-lastigen zu einer 1gG-
lastigen Antikorperbildung beitragen (JUTEL et al., 1995; AKDIS et al., 1998;
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JUTEL et al., 2003; AKDIS et al., 2004; SHIDA et al., 2004; LARCHE et al.,
2006; HOU et al., 2008; KEPPEL et al., 2008; MEILER et al., 2008; AKKOC et
al., 2011).

Die Wirksamkeit der ASIT ist beim Menschen bei der allergischen Rhinitis,
Konjunktivitis und Asthma sowie Insektenstich-Uberempfindlichkeiten und AD
nachgewiesen (NOON, 1911; BOUSQUET et al., 1987; BOUSQUET et al., 1990;
WYSS et al, 1993; GRUBER et al., 1999; ROSS et al., 2000b, 2000a;
ABRAMSON et al., 2003; WERFEL et al., 2006; JACOBSEN et al., 2007;
CARBALLADA et al., 2010). Auch bei Hunden zeigen Studien die Wirksamkeit
der ASIT bei AD (PARK et al., 2000; COLOMBO et al., 2005; SCHNABL et al.,
2006). Randomisierte, kontrollierte Doppelblindstudien sind zwar noch selten
(WILLEMSE et al., 1984; MUELLER et al., 2004b; COLOMBO et al., 2005),
jedoch zeigen eine Reihe von offenen, nicht kontrollierten Studien und
Erfahrungsberichte etablierter Veterindrdermatologen, dass eine positive Wirkung
durchaus auch bei Hunden zu beobachten ist (GRIFFIN & HILLIER, 2001).
Leider wirkt die ASIT nur bei ca. 60 - 80 % der betroffenen Hunde, die Angaben
variieren je nach Studie, wobei sich nur ca. 20 % der Hunde Klinisch soweit
verbessern, dass sie ohne unterstitzende, symptomatische Therapie oder allein mit
topischer Therapie wie z.B. Shampootherapie auskommen. Die restlichen 40 -
60 % der Hunde verbessern sich zwar klinisch, brauchen aber zusatzlich noch
andere systemische Therapeutika (NUTTALL et al., 1998; SCHNABL et al.,
2006; COLOMBO et al., 2007). Es kann bis zu einem Jahr dauern, bis die
Wirkung eintritt (WILLEMSE et al., 1984; NUTTALL et al., 1998).

Die ASIT hat nur wenige bekannte Nebenwirkungen, wie starkeren Juckreiz nach
Allergeninjektion, Urtikaria und Angioddem, anaphylaktoide Reaktionen und
selten anaphylaktischer Schock (NUTTALL et al., 1998, MUELLER &
BETTENAY, 2001; LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).

2. Interferon

1957 untersuchten ISAACS und LINDENMANN den Einfluss von hitze-
inaktiviertem Influenza-Virus auf das Wachstum eines nicht-inaktivierten
Influenza-Virus an der Chorioallantois-Membran von zehn Tage alten Kiken und
entdeckten dabei einen anderen Faktor, der das Wachstum des Lebendvirus
beeinflusste: das Interferon (IFN), ein Protein (ISAACS & LINDENMANN,
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1957; ISAACS et al., 1957).

Im Laufe der Jahre wurde immer mehr tber IFN bekannt, wie z.B., dass es sich
nicht nur um ein Protein handelt (HAVELL et al., 1975), sondern um eine Familie
von Proteinen. Man unterscheidet mittlerweile zwischen Typ I, Typ Il und Typ I1I
IFN mit mehreren Subtypen (HOBBS & PESTKA, 1982; FLORES et al., 1991,
HARDY et al., 2004; BORDEN et al., 2007).

Beim Menschen besteht die Familie der Typ I IFN aus 17 verschiedenen IFN. Es
gibt 13 verschiedene Molekiile von a-IFN und jeweils ein IFN-B, IFN-wo, IFN-¢
und IFN-k. Bei unterschiedlichen Saugetierspezies kann die Anzahl der Typ | IFN
variieren, so besitzen Maduse kein IFN-w, dafiir hat das Schwein als einzige
Spezies ein IFN-6 und Wiederkduer als einzige ein IFN-t (FLORES et al., 1991;
HARDY et al., 2004; PESTKA et al., 2004; BORDEN et al., 2007).

Die Familie der Typ Il IFN besteht nur aus IFN-y. Seine Aminosdurensequenz
weist nur eine entfernte Homologie mit der der Typ | IFN auf, es ist glykosyliert,
im Gegensatz zu den meisten Typ | IFN, und es wirkt Gber einen anderen
Rezeptor (PESTKA et al., 2004; BORDEN et al., 2007).

Zur Familie der Typ Il IFN gehoren drei Subtypen von IFN-A (KOTENKO et al.,
2003; SHEPPARD et al., 2003; BORDEN et al., 2007; UZE & MONNERON,
2007).

2.1. Induktion und Wirkungsweise der Interferone

IFN werden nicht konstant in gleichem Male produziert und freigesetzt, vielmehr
wird die IFN-Produktion und -Freisetzung induziert. In dem Versuch von
ISAACS und LINDENMANN (1957) wird die IFN-Produktion durch inaktivierte
und lebendige Viren induziert. Mittlerweile weil man, dass nicht nur Viren,
sondern auch Bakterien, Protozoen sowie einzelne Bestandteile und Produkte
eben genannter Organismen wie z.B. DNA oder RNA, Proteine und Peptide, Fette
etc. die IFN-Produktion induzieren (ISAACS & LINDENMANN, 1957; FIELD et
al., 1967; AKIRA et al., 2006; BORDEN et al., 2007).

Diese Substanzen binden an Toll-like-Rezeptoren (TLR) an der Zellmembran
oder auch im endoplasmatischen Retikulum, bzw. an zytoplasmatische RNA-
Helikasen. Uber eine Signalkaskade werden anschlieRend Transkriptionsfaktoren

aktiviert, welche an entsprechende Promotorregionen binden und somit IFN Gene
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aktivieren (AKIRA et al., 2006; HONDA et al., 2006; BORDEN et al., 2007,
PANNE et al., 2007). Prinzipiell kann so gut wie jede Zelle nach viraler Infektion
IFN produzieren. Dies gilt v.a. fur Typ | IFN. Typ Il IFN wird nur von
Immunzellen wie natirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) und T-Helfer-Zellen
gebildet (BACH et al., 1997; BORDEN et al., 2007; TRINCHIERI, 2010;
KILADJIAN et al., 2011).

Als natrlich vorkommende Zytokine (IFN und ihre Rezeptoren gehdren zu einer
Untergruppe der Klasse 2 a-helikalen Zytokine (KRAUSE & PESTKA, 2005;
PESTKA, 2007)) wirken IFN nach ihrer Freisetzung autokrin und parakrin auf
intra- und interzellulare VVorgange (BORDEN et al., 2007). Dafur binden sie an
Transmembran-Rezeptoren. Alle Typ | IFN binden an denselben Rezeptor, der
aus zwei Untereinheiten  besteht: IFN-a-Rezeptor1 (IFNAR1) und
IFN-a-Rezeptor 2 (IFNAR2). IFNAR2 besitzt eine 1000-fach grofiere Affinitat fur
Typ | IFN als IFNARLX. Er ist wahrscheinlich v.a. fir die Ligandenbindung, aber
auch fir die Signallbertragung verantwortlich. Es existieren mehrere Isoformen
dieses Rezeptors, der l6sliche IFNAR2a, die kurze Transmembranform IFNAR2b
und die lange Transmembranform IFNAR2c. Die meisten Typ | IFN werden
aufgrund der vielfach hoheren Affinitdt zuerst an IFNAR2 binden und
anschlieBend an IFNAR1, aber auch die umgekehrte Variante ist nachgewiesen.
Man geht davon aus, dass die unterschiedlichen Affinititen und die
Bindungsreihenfolge fur die unterschiedlichen Wirkungsmechanismen der
verschiedenen Typ | IFN verantwortlich ist (GAVUTIS et al., 2006; JAITIN et al.,
2006; BORDEN et al., 2007; JAKS et al., 2007; UZE et al., 2007; KILADJIAN et
al., 2011). Typ Il IFN binden ebenfalls an einen Rezeptor, der aus zwei
Untereinheiten besteht, IFN-y-Rezeptor 1 (IFNGR1) und IFN-y-Rezeptor 2
(IFNGR2). Der Komplex, der gebildet wird, wenn IFN-y an den Rezeptor bindet,
sieht etwas anders aus als der Komplex, der von den Typ | IFN mit ihrem
Rezeptor gebildet wird, da zwei IFN-y an jeweils zwei IFNGR1 und IFNGR2
binden (WALTER et al., 1995; BACH et al., 1997; BORDEN et al., 2007).
Typ Il IFN haben wieder ihren eigenen Rezeptor, der ebenfalls aus zwei
Untereinheiten besteht, durch diesen werden jedoch dieselben Signalpfade
aktiviert wie durch Typ I IFN (KOTENKO et al., 2003; SHEPPARD et al., 2003;
BORDEN et al., 2007; UZE & MONNERON, 2007).

Nachdem das jeweilige IFN an seinen Transmembran-Rezeptor gebunden hat,
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werden Uber verschiedene Kinasen, v.a. Januskinasen (JAK) aber auch
Tyrosinkinasen (TYK), sogenannte STAT (Signal Transducers and Activators of
Transcription) aktiviert, die entweder selbst oder durch Aktivierung bzw. mit
Hilfe anderer Transkriptionsfaktoren und IFN regulierender Faktoren (IRF) die
Transkription von Interferon-stimulierten-Genen (ISG) férdern oder hemmen.
Einige dieser Signaltransduktionswege hat man schon vollstdndig entschlisselt,
wéhrend andere nur zum Teil bekannt sind (FU et al., 1992; VELAZQUEZ et al.,
1992; STARK et al., 1998; BORDEN et al., 2007; SCHINDLER et al., 2007). Auf

diesem Weg entfalten IFN ihre zahlreichen Wirkungen.

IFN spielen eine wichtige Rolle sowohl im angeborenen als auch im erworbenen
Immunsystem. Vereinfacht lasst sich sagen, dass IFN eine antivirale,
antiproliferative/antitumorale, eine antiangiogenetische und eine
immunmodulatorische Wirkung haben. Diese Wirkungen werden durch zahlreiche
unterschiedliche Mechanismen erreicht. Fur die antivirale Wirkung sind
zahlreiche Proteine und Enzyme verantwortlich, die Uber ISG gebildet werden
und die Replikation von Viren behindern bzw. in ihre Proteinsynthese eingreifen.
Auch wirken viele ISG proapoptotisch, d.h. sie fordern den programmierten
Zelltod, was sowohl einer antiviralen, als auch einer antitumoralen Wirkung
gleichkommt. Es gibt jedoch auch ISG, die antiapoptotisch wirken, was die
Vielfaltigkeit der IFN-induzierten Wirkungen unterstreicht (KERR & BROWN,
1978; ZHOU et al., 1993; CASTELLI et al., 1998; KAYAGAKI et al., 1999;
TAHARA et al., 2005; BORDEN et al., 2007; SILVERMAN, 2007). IFN haben
auch antiproliferative/antitumorale Wirkung, indem sie die Expression tumor-
assoziierter-Antigene und die Expression von "major histocompatibility complex™
(MHC)-Antigenen, somit also die Antigenprasentation steigern. Dadurch wird
dem Organismus, d.h. dem Immunsystem, die Erkennung und Beseitigung von
Tumoren und Krankheitserregern erleichtert (CHEN et al., 2000; RIZZA et al.,
2010; KILADJIAN et al., 2011). Es werden vermehrt vaskulare
Adhésionsmolekile und Chemokine exprimiert, wodurch mehr Leukozyten an
Infektionsherden akkumulieren kénnen (COLE et al., 1998; BORDEN et al.,
2007). Ferner wird die Aktivitat der T-Lymphozyten, der Makrophagen und der
NK-Zellen gesteigert (KILADJIAN et al., 2011). Die Immunmodulation erfolgt
unter anderem durch Modulation der Antikérperproduktion, Inhibition der

Hypersensitivitatsreaktion vom verzogerten Typ und die Steigerung der
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Zytotoxizitat der T- und NK-Zellen (PENE et al., 1988; VON HOEGEN et al.,
1990; FINKELMAN et al., 1991; VON HOEGEN, 1995; BELARDELLI &
GRESSER, 1996; OKADA, 2005). Der antiangiogenetische Effekt kommt
dadurch zustande, dass die Genexpression spezieller Wachstumsfaktoren (“'basic
fibroblast growth factor” und "vascular endothelial cell growth factor") gehemmt
wird. AuBBerdem werden angiostatische Chemokine vermehrt exprimiert (SINGH
et al., 1995; VON MARSCHALL et al.,, 2003; INDRACCOLO et al., 2007;
INDRACCOLO, 2010). Die antiproliferative Wirkung der IFN hat auch eine
Unterdriickung der Proliferation hamatopoetischer Progenitorzellen zur Folge,
welche direkt oder auch indirekt tber die Unterdriickung der Bildung bestimmter
hamatopoetischer Wachstumsfaktoren erfolgen kann (AMAN et al., 1994; LU et
al., 2010; KILADJIAN et al., 2011). Diese Wirkung kann beim therapeutischen
Einsatz von IFN zur Bekampfung bestimmter Tumoren (Leukamie) erwiinscht
sein, aber auch zu dosislimitierenden Nebenwirkungen (Anamie, Leukopenie,

Thrombozytopenie) bei der Therapie anderer Erkrankungen fiihren.

2.2. Orale Verabreichung von Interferon

IFN werden gewdohnlich in hoher Dosierung parenteral verabreicht. Auf diesen
Wegen gelangt IFN direkt oder indirekt in den Blutkreislauf und kann somit im
gesamten Organismus seine Wirkung entfalten. Die Verabreichung hoher Dosen
fihrt zu den besten Ergebnissen, die Dosis wird jedoch durch das Auftreten von

Nebenwirkungen limitiert.

Ein alternativer Weg der Verabreichung ist die orale Verabreichung. Die
Wirkungsweise der IFN nach oraler Verabreichung unterscheidet sich von der
anderer  Verabreichungsmethoden, da IFN im  Magen-Darm-Trakt
Verdauungsprozessen unterliegen. In zahlreichen Studien an verschiedenen
Tiermodellen konnte nach oraler Verabreichung von IFN kein IFN im Vollblut
oder Serum nachgewiesen werden (CANTELL & PYHALA, 1973; WILLS et al.,
1984; GIBSON et al., 1985; EID et al., 1999). Dennoch zeigt oral verabreichtes
IFN in verschiedenen Studien antivirale, antitumorale und immunmodulierende
Eigenschaften (BEILHARZ et al., 1997; EID et al., 1999; GILGER et al., 1999;
SATOH et al, 1999; TOVEY & MAURY, 1999). Nach intragastraler
Verabreichung von ovinem IFN-t bei Mausen, konnte im Blutkreislauf eine
signifikante Erhéhung des durch IFN induzierten Enzyms 2°5°-Oligoadenylat-
Synthetase nachgewiesen werden (NAKAJIMA & SOKAWA, 2002). Ein
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ebensolcher Anstieg des Enzyms in Vollblut nach oraler IFN-Verabreichung

konnte bei Meerschweinchen nachgewiesen werden (SATOH et al., 1999).

Einer der postulierten Wirkungsmechanismen von oral verabreichtem IFN ist,
dass IFN mit lymphatischem und epithelialem Gewebe im oronasalen Bereich und
im Verdauungstrakt interagiert und dort lokal wirkt. Dieser lokale Effekt konnte
der AnstoR fir eine systemische, immunmodulierende Wirkung sein (BEILHARZ
et al.,, 1997; CUMMINS et al., 1999; TOMPKINS, 1999; CUMMINS et al.,
2005). In einer Studie mit Mausen reicherte sich IFN nach oraler Verabreichung
vor allem in Geweben an, die sich in der Nahe von lymphatischem Gewebe
befanden, im Bereich der hinteren Nasenhohle, am Zungengrund, im Dinndarm
und Rektum (BEILHARZ et al., 1997). In einer anderen in vivo Studie am
Mausmodell konnte nach oraler Verabreichung von rekombinantem humanem
IFN zwar keine Expression IFN-responsiver Gene in mononukleédren Zellen des
peripheren Blutes oder in Lymphozyten der Milz nachgewiesen werden, jedoch
wurde die Transkription IFN-responsiver Gene lokal in lymphatischem Gewebe

des Oropharynx nachgewiesen (EID et al., 1999).

Interessanterweise wirkt IFN nach oraler Verabreichung umso besser, je niedriger
die Dosis ist. Hohere Dosen zeigen dagegen Kkeinen, oder sogar einen
inhibitorischen Effekt (MOORE et al., 1996; BEILHARZ et al., 1997; SATOH et
al.,, 1999; TOMPKINS, 1999). Dies entspricht der physiologischen
Wirkungsweise des IFN bei dem sogenannten "Priming". Zellen, die mit niedrigen
IFN-Konzentrationen vorbehandelt wurden, waren anschliefend, z.B. nach
Provokation durch ein Virus, in der Lage, umso mehr IFN zu produzieren.
Wurden die Zellen dagegen mit hohen Dosen IFN vorbehandelt, so war ihre
Fahigkeit auf einen Stimulus hin IFN zu produzieren eingeschrénkt. Evtl. hangt
dieser Mechanismus mit den IFN-Rezeptoren zusammen, die nach Stimulation
mit geringen Mengen IFN vermehrt exprimiert werden, nach Stimulation mit
hohen Mengen IFN jedoch herunterreguliert werden (ISAACS et al., 1958;
LOCKART, 1963; TOMPKINS, 1999).

In keiner der oben aufgefuhrten Studien traten Nebenwirkungen nach oraler IFN-
Verabreichung auf. Auch eine Antikérperbildung gegen speziesfremdes Protein

wurde nicht beschrieben.
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2.3. Interferone in der Humanmedizin
In der Humanmedizin wird IFN vor allem gegen virale Erkrankungen,
Tumorerkrankungen und multiple Sklerose (MS) eingesetzt. Auch bei atopischer

Dermatitis kommt IFN zum Einsatz.

Haupteinsatzgebiet von IFN in Bezug auf virale Erkrankungen ist die chronische
Hepatitis B und C (FRIED et al., 2002; LAU et al., 2005; BORDEN et al., 2007,
CHEN & YU, 2010; KILADJIAN et al., 2011). Die Therapie wird mit Typ | IFN,
hauptsachlich IFN-a durchgefiihrt. Im Laufe der Zeit und mit Hilfe zahlreicher
Studien fand man heraus, dass die besten Ergebnisse mit Hilfe einer
Kombinationstherapie mit Ribavirin erzielt werden kdnnen. Ebenso erhalt man
bessere Resultate, wenn man statt des urspringlichen IFN pegyliertes IFN
(PeglFN) verwendet. Hierbei wird ein inertes Polyethylenglycolpolymer an das
IFN angehéngt. Dadurch wird das IFN-Molekil groRer und erhélt eine langere
Halbwertszeit bei reduzierter Clearance, aber gleichzeitig erhaltener biologischer
Aktivitadt. Dieses PeglFN muss nur einmal woéchentlich verabreicht werden,
ebenfalls in Kombination mit Ribavirin (MANNS et al., 2001; FRIED et al., 2002;
HEATHCOTE & MAIN, 2005; CHEN & YU, 2010). Auch bei humanem
Herpesvirus (WINSTON et al., 1988) und humanem Papillomavirus (PAZIN et
al., 1982) wurde IFN schon erfolgreich eingesetzt. Aufgrund der Entwicklung
neuerer antiviraler Medikamente mit teils besserer Wirksamkeit bei geringeren
Nebenwirkungen (z.B. Acylovir) wird IFN bei Herpesviruserkrankungen aber
praktisch nicht mehr verwendet (BORDEN et al., 2007).

Desweiteren wird IFN, wie bereits erwahnt, zur Tumor-Therapie eingesetzt. Dies
ist sogar die erste Indikation, fir die IFN klinisch zugelassen wurde (BORDEN et
al., 2007). IFN wird bei chronischer B-Zell Leukamie (Haarzellleukédmie)
(GOLOMB et al., 1986), bei chronischen myeloischen Leukdmien (CML)
(BONIFAZI et al., 2001; PREUDHOMME et al., 2010), aber auch bei
systemischer Mastzellerkrankung (KLUIN-NELEMANS et al., 1992; LIM et al.,
2009), hypereosinophilem Syndrom (BUTTERFIELD & GLEICH, 1994,
CERETELLI et al., 1998) wund Philadelphia chromosom-negativen
myeloproliferativen Neoplasien (MPN) wie Polyzythamia vera (PV) und
essentieller Thrombozythamie (ET) (KILADJIAN et al., 2008; QUINTAS-
CARDAMA et al., 2009) erfolgreich eingesetzt (KILADJIAN et al., 2011).

Ebenso ist IFN bei Lymphomen, Melanomen, Nierenzell- und Blasenkarzinomen
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zumindest teilweise wirksam (ROHATINER et al., 2005; BORDEN et al., 2007,
SHINOHARA et al., 2009; SHINOHARA et al., 2012; TARHINI et al., 2012).
Sein Einsatz hat sich jedoch in den letzten Jahren stark reduziert und ist oft nicht
mehr die erste Wahl seit Medikamente entwickelt wurden, die gezielter wirken
und dabei weniger Nebenwirkungen aufweisen, wie Tyrosinkinaseinhibitoren
(TKI) oder Inhibitoren anderer Kinasen, wie z.B. Imatinib (BORDEN et al., 2007;
KILADJIAN et al., 2011). Es ist jedoch mdglich, dass IFN in der Tumortherapie
wieder an Bedeutung gewinnt, da die gezielt wirkenden Kinaseinhibitoren nicht
bei allen Patienten wirken, sich teilweise Resistenzen gebildet haben und die
Langzeitremission nicht befriedigend ist. IFN, mit seiner vielseitigen
Wirkungsweise, kann der Tumorentstehung und dem Tumorwachstum auf
mehreren Wegen entgegenwirken und damit eventuell ofter zu Remissionen
fihren, die langer anhalten koénnen. Daher gibt es jetzt Studien zu eventuellen
Kombinationstherapien mit Kinaseinhibitoren und IFN bzw. zur Langzeittherapie
mit IFN bei Patienten in Remission um Ruckfalle zu verhindern (BURCHERT et
al., 2010; PREUDHOMME et al., 2010; KILADJIAN et al., 2011).

IFN-B wird als Therapie der Wahl bei schubférmig remittierender multipler
Sklerose (RRMS) eingesetzt (BERMEL & RUDICK, 2007; BORDEN et al.,
2007; RUDICK & GOELZ, 2011). Urspriinglich entschied man sich fir eine
Therapie mit IFN, da man zum einen eine virale Genese der MS vermutete, zum
anderen zeigten Zellkulturen von MS-Patienten eine geringere IFN-AKktivitat nach
viraler Induktion (JACOBS et al., 1981; BERMEL & RUDICK, 2007; BORDEN
et al., 2007). IFN-a rief zu viele Nebenwirkungen hervor und IFN-y zeigte nur
eine unbefriedigende Wirksamkeit (KNOBLER et al., 1984; PANITCH et al.,
1987). Studien mit IFN-B zeigten, dass die Krankheit durch diese Therapie in
ihrem Fortschreiten verzdgert werden konnte. Krankheitsschibe konnten um ca.
30 % reduziert werden und es traten bei behandelten Patienten weniger neue, im
MRT darstellbare, Lasionen auf. Da die Wirkungen des IFN nach Verabreichung
so komplex sind — nicht nur die direkte Wirkung durch tber 1000 ISG ist zu
bertcksichtigen, sondern auch indirekte Wirkungen durch Beeinflussung der
Zellen des Immunsystems oder durch die Bildung von Transkriptionsfaktoren, die
zur Stimulation weiterer Gene flihren — ist es bisher nicht gelungen, den
Mechanismus zu bestimmen, mit dem IFN das Voranschreiten der MS verhindert
(JACOBS et al., 1981; DUQUETTE et al., 1995; BORDEN et al., 2007; RUDICK
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& GOELZ, 2011).

2.4. Interferone in der Kleintiermedizin

Auch in der Tiermedizin kommt IFN bereits zum Einsatz. RFelFN-o ist bei
Katzen zugelassen bei nicht terminalen Stadien sowohl von felinen
Immundefizienzvirus (FIV) Erkrankungen als auch von felinen Leukdmievirus
(FeLV) Erkrankungen. Bei Hunden ist es zur Behandlung der Parvovirose, einer
Durchfallerkrankung die v.a. Welpen betrifft, zugelassen. In zahlreichen Studien

wurde IFN bei den verschiedensten Erkrankungen experimentell eingesetzt.

Der Einsatz von rFelFN-o bei Katzen, die entweder nur mit FeLV oder
gleichzeitig mit FeLV und FIV infiziert waren, zeigte eine langere Lebensdauer
bei gleichzeitig verringerten Kklinischen Symptomen (DE MARI et al., 2004).
Schon vor der Entwicklung von rFelFN wurde der therapeutische Effekt von IFN
bei FeLV-Infektionen untersucht. ZEIDNER und Mitarbeiter therapierten 1990
schon Katzen mit FeLV-Infektionen mit humanem IFN-02b (HulFN-a2b) oder
AZT (3‘-azido-3‘-deoxythymidine triphosphate) bzw. einer Kombination.
HulFN-a2b, mit oder ohne AZT, reduzierte die im Blut zirkulierende
Antigenmenge signifikant. Der therapeutische Effekt wurde jedoch dosisabhangig
nach drei bis sieben Wochen durch die Bildung neutralisierender Antikorper
gegen HulFN-a2b stark eingeschrénkt bzw. komplett unterbunden (ZEIDNER et
al., 1990).

Bei Hunden konnte eine Verbesserung der klinischen Symptomatik und eventuell
eine erhohte Uberlebenschance nach rFelFN-o-Behandlung bei Infektionen mit
dem caninen Parvovirus in mehreren Studien, darunter auch placebokontrollierte
Doppelblindstudien (MARTIN et al., 2002; DE MARI et al., 2003), nachgewiesen
werden (ISHIWATA et al., 1998; MINAGAWA et al., 1999).

Ein positiver therapeutischer Effekt von [IFN konnte bei weiteren
Viruserkrankungen festgestellt werden. So konnte IFN schon mehrfach
erfolgreich zur Behandlung von felinen Caliciviren eingesetzt werden (OHE et al.,
2008), unter anderem auch bei einem Fall von therapieresistenter chronischer
feliner Gingivastomatitis mit Calicivirus-Beteiligung (SOUTHERDEN &
GORREL, 2007). Auch bei felinen Herpesvirus (FHV)-Erkrankungen zeigte IFN
Wirkung (GUTZWILLER et al., 2007). Der experimentelle Einsatz von IFN beli
feliner infektioser Peritonitis (FIP) zeigte vielversprechende Resultate, wenn die
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Therapie zum Zeitpunkt einer experimentellen Infektion gestartet wurde (WEISS
et al., 1990). Der Einsatz von rFelFN-o bei Katzen mit FIP zum Zeitpunkt der
klinischen Diagnose zeigte keine statistisch relevante Besserung im Vergleich zu
einem Placebo (RITZ et al., 2007).

Die orale Verabreichung von HulFN-o bei Hunden mit immunmediierter
Keratokonjunktivitis sicca zeigte eine Verbesserung des klinischen Bildes und
einen hoheren Schirmer-Trénen-Test Wert bei 55 % der teilnehmenden Hunde
(GILGER et al., 1999).

Auch bei tumordsen Erkrankungen konnten in der Tiermedizin in Studien
experimentell in vitro und in vivo gute Effekte mit IFN erzielt werden (CAVE et
al., 2004; PENZO et al., 2009). Leider l&sst sich oft aufgrund einer Vielzahl an
Begleittherapien nicht genau sagen, ob IFN allein fur einen Therapieerfolg
verantwortlich war, oder eine Kombination von verschiedenen Medikamenten mit
IFN (CAVE et al., 2004). Die Wirksamkeit von rFelFN-o bei felinem
Fibrosarkom muss noch in weiteren Studien belegt werden (HAMPEL et al.,
2007).

2.5. Interferontherapie der atopischen Dermatitis

2.5.1. Humanmedizin

B-Lymphozyten, die mit IL-4 inkubiert wurden, produzierten in Anwesenheit von
T-Lymphozyten und Monozyten vermehrt IgE. Diese vermehrte IgE-Produktion
konnte dosisabhangig durch IFN-y, aber auch durch IFN-a, komplett gehemmt
werden (PENE et al., 1988). In einer in vitro Studie von REINHOLD und
Mitarbeitern (1990) wurde gezeigt, dass mononukledre Zellen des peripheren
Blutes (PBMC) von Menschen mit AD nach Stimulation sehr viel weniger IFN-y
bildeten als PBMC von gesunden Menschen. Diese Suppression war unabhéngig
von der IL-2-Konzentration oder der An- bzw. Abwesenheit von Monozyten
(REINHOLD et al., 1990). Desweiteren zeigte eine Studie von RENZ und
Mitarbeitern (1992) dass PBMC von Patienten mit AD eine sehr viel hohere
Expression von mRNA des IL-4-Rezeptors und auch eine sehr viel hohere 1L-4-
Produktion aufwiesen. Beides wurde durch IFN-y gehemmt (RENZ et al., 1992).

Wie bei der Pathogenese der AD bereits beschrieben, scheint es also so, als wére
das gestorte IL-4/IFN-y-Verhaltnis bei Patienten mit AD verantwortlich fur die
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uberschiellende IgE-Produktion. Da IgE in der Pathogenese der AD von grof3er
Bedeutung ist, wurden diese Erkenntnisse als Ansto genommen, IFN als
Therapeutika in der AD in Betracht zu ziehen (HANIFIN et al., 1993).

IFN-y wurde bereits in zahlreichen Studien zur Behandlung der AD erfolgreich
eingesetzt (HANIFIN et al., 1993; STEVENS et al., 1998; JANG et al., 2000). Die
Dosis und das Verabreichungsintervall variieren zwischen den einzelnen Studien.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine hohere Dosis zu besseren und
schnelleren Erfolgen fiihrt, die Hoéhe der Dosis wird allerdings durch die
Nebenwirkungen und die Kosten begrenzt. Es kam zu klinisch signifikanten
Verbesserungen fast aller atopischen Symptome, nach Absetzen des IFN kam es
jedoch leider zu rapiden Ruckfallen. Ein Overshoot-Phdanomen konnte nicht
beobachtet werden. Interessanterweise wurde die IgE-Konzentration in keiner der
Studien reduziert. Stattdessen sank die Zahl der Eosinophilen (HANIFIN et al.,
1993; STEVENS et al., 1998) bzw. der aktivierten Eosinophilen und der
aktivierten T-Zellen (JANG et al., 2000), ein Umstand, der die Autoren zu der
MutmaBung veranlasste, dass IFN-y die Proliferation und Aktivitit der Th2
blockiert.

Bei einem dreijahrigen Kind mit diagnostizierter AD, Asthma und allergischer
Rhinitis, bei dem IgE nur mittelgradig erhoht war, wurde IFN-y getestet.
Uberraschenderweise war die IFN-y-Konzentration normal bzw. sogar ggr. erhéht.
Im Gegensatz dazu war IFN-o so niedrig, dass es unter der Nachweisgrenze lag
(DOLEN & MATHUR, 1995). Die Autoren dieses Case Reports sahen dies als
Grund, die bisher vernachlassigte Forschung des therapeutischen Einsatzes von

IFN-a bei AD weiter voran zu treiben.

Verschiedene Studien beschéftigen sich mit dem Einsatz von IFN-a bei AD mit
unterschiedlichen Ergebnissen. In einer offenen, nicht kontrollierten Studie zeigte
IFN-o. bei zwei erwachsenen Patienten mit AD keinerlei klinischen Effekt
(MACKIE, 1990). Im Gegensatz dazu fiihrte die Behandlung von sechs Kindern
mit AD zu vollstdndiger Remission und einem Abfall der stark erhohten IgE-
Konzentration in den Normalbereich (KIMATA et al., 1995). Im Unterschied zu
der Studie von MACKIE (1990). wurden bei KIMATA und Mitarbeitern (1995)
Kinder behandelt, keine Erwachsenen, das Verabreichungsintervall von IFN-a
war einmal t&glich im Gegensatz zu jeden dritten Tag und, der wohl groRte
Unterschied, die bei KIMATA und Mitarbeitern (1995) behandelten Kinder litten
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alle zusatzlich an Krankheiten, die mit IFN-o behandelt wurden, wie CML,
chronischer Hepatitis B und chronischer Hepatitis C. Infolge dessen ist es unklar,
ob die hohere Dosis und/oder das Alter fur diese unterschiedlichen Ergebnisse
verantwortlich sind, oder ob die zusatzlichen, schweren Erkrankungen einen
Einfluss auf den Verlauf der AD hatten und mit deren Remission auch die AD in
Remission ging (KIMATA et al., 1995). Interessant ist aber der Abfall des IgE bis
in den Normalbereich, besonders, da dieser Effekt mit IFN-y nicht erzielt wurde.
In einer weiteren Studie zeigte IFN-a2a Erfolg bei einer bestimmten Untergruppe
von Patienten mit AD, ndmlich bei Patienten mit einem bestimmten klinischen
Erscheinungsbild der AD, dem sogenannten Besnier’s Prurigo Muster, die nicht
auf IFN-y und Thymopentin angesprochen hatten und deren IgE und Eosinophile
im Blut nicht erhoht waren (NOH & LEE, 2001).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass IFN-a als Therapie bei humaner AD zu
klinischer Verbesserung fiihren kann, die genauen Mechanismen sind jedoch noch
weitgehend ungeklart und daher ist es auch unbekannt, warum die Resultate der
verschiedenen Studien mit IFN-o bei AD so unterschiedlich sind. Méglich Grinde
fur die unterschiedliche Effektivitat kénnen das Alter der Patienten, die Dosis und
das Intervall der Verabreichung des IFN, die Art von IFN-a (IFN-a2a, IFN-a2b,
naturliches IFN-o)) und die unterschiedlichen Arten von AD sein (KIMATA et al.,
1995; NOH & LEE, 2001).

Ein maoglicher Wirkungsmechanismus der IFN-o-Therapie konnte sein, dass
IFN-a als Typ | IFN als Induktor der IFN-y-Produktion fungiert, welches
wiederum die Thl-Immunantwort induziert. Folglich wird die Imbalanz im
Immunsystem bei Patienten mit AD, bei der die Th2-Antwort gegentiber der Th1-
Antwort Uberwiegt, korrigiert und auch das IL-4/IFN-y-Verhéltnis ausgeglichen
(ROGGE et al., 1997; TOMPKINS, 1999).

2.5.2. Tiermedizin

IWASAKI (2004) nahm die humanmedizinischen Studien mit IFN-y und die auch
bei Hunden vermutete Th1l/Th2-Imbalanz als Grundlage fir eine Pilotstudie, in
der er die Wirkung von rCalFN-y bei zehn Hunden mit AD testeten. Nach zwei
Wochen zeigten sieben von zehn Hunden eine klinische Verbesserung und bei
sechs von diesen Hunden war der IL4/IFN-y-mRNA-Quotient gesunken. Bei neun

der zehn Hunde war das totale Serum IgE gesunken. Hautbiopsien zeigten eine
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verringerte Anzahl der Mastzellen nach IFN-y Verabreichung. All diese Resultate
befurworten einen positiven therapeutischen Effekt von rCalFN-y bei Hunden mit
AD (IWASAKI, 2004).

Aufgrund dieses positiven Ergebnisses fuhrten IWASAKI und HASEGAWA
(2006) eine Folgestudie durch. Diese Multizenter-Studie war randomisiert und
kontrolliert, rCalFN-y wurde mit einem topisch applizierten Antihistaminikum
(Diphenhydramin) verglichen. Bei den teilnehmenden 92 Hunden wurden Gber
vier Wochen 10.000 internationale Einheiten (I.E.) rCalFN-y pro kg
Korpergewicht (KGW) dreimal wdchentlich s.c. verabreicht, wahrend
Diphenhydramin zweimal taglich aufgetragen wurde. Die mit rCalFN-y
behandelten Hunde zeigten eine deutliche klinische Verbesserung, die
Effektivitatsrate lag bei den Symptomen Pruritus, Exkoriation, Erythem und
Alopezie bei ca. 70 % im Vergleich zu nur je ca. 20 % bei den Hunden, die mit
Diphenhydramin behandelt wurden. Ein Hund zeigte Schmerzen bei jeder
Injektion, dies war jedoch die einzige Nebenwirkung, die mit rCalFN-y in
Verbindung gebracht werden konnte (IWASAKI & HASEGAWA, 2006).

In einer placebokontrollierten Doppelblindstudie von HASEGAWA und
Mitarbeitern (2004) wurden Hunde dreimal wdchentlich mit 10.000 I.E. rCalFN-y
pro kg KGW (ber zwei Wochen behandelt. Das Ergebnis der Studie war, dass
rCalFN-y fiir die Behandlung der CAD sicher und effektiv ist. Nur ein Hund
zeigte Nebenwirkungen in Form von weicherem Kot (HASEGAWA et al., 2004).

Um herauszufinden, welches die niedrigste effektive Dosis von rCalFN-y zur
Behandlung der CAD ist, verglichen YASUKAWA und Mitarbeiter (2010) zwei
verschiedene Dosen miteinander. Die in Japan zugelassene Dosierung zur
Behandlung der CAD st 10.000 LLE. pro kg KGW. In der Studie von
YASUKAWA und Mitarbeitern (2010) bekam eine Gruppe von Hunden 2000
I.E/kg KGW und die andere Gruppe bekam 5000 I.E./kg KGW uber einen
Zeitraum von acht Wochen, in den ersten vier Wochen dreimal wochentlich,
danach einmal wdchentlich. Die Wirkung des IFN war dosisabhangig, d.h., je
hoher die Dosis, desto besser die Wirkung. Die Behandlung mit 5000 I.E./kg
KGW war jedoch von der Effektivitat anndhernd vergleichbar zur Behandlung mit
10.000 I.E./kg KGW. Erbrechen, Durchfall, Inappetenz und Aktivitatsverlust
wurden als bekannte Nebenwirkungen erwéhnt, bei YASUKAWA und
Mitarbeitern (2010) zeigte nur ein Hund Durchfall, jedoch verbunden mit
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Schwellungen im Gesichtsbereich, was als anaphylaktische Reaktion gewertet
wurde. Der Hund wurde mit Prednisolon erfolgreich behandelt (YASUKAWA et
al., 2010).

In einer doppelt-verblindeten, kontrollierten Studie wurde rFelFN-o» mit
Cyclosporin als Therapeutikum der CAD verglichen. Daflir wurden die Hunde
entsprechend ihrem Gewicht in verschiedene Gruppen eingeteilt und mit einer fur
die einzelnen Gruppen festgelegten Dosis von rFelFN-o oder Cyclosporin iiber
einen Zeitraum von sechs Monaten behandelt. Begleitende Therapie war flr beide
Gruppen vereinheitlicht und beschrankt. Bis zu Tag 90 waren Kurzzeitige
Interventionsbehandlungen mit Prednisolon 1 mg/kg KGW fir beide Gruppen
erlaubt. Die Studie ergab, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen gab. Beide zeigten signifikante Verbesserungen des Juckreizes
und der Lasionen. Somit war die Wirksamkeit von rFelFN-o in dieser Studie
vergleichbar mit der von Cyclosporin, einem schon etablierten und sehr gut
wirksamen Medikament zur Behandlung der CAD. Die einzige Nebenwirkung,
die mit rFelFN-o® in Zusammenhang gebracht wurde, war verstérkter Juckreiz
uber drei Tage nach jeder Injektion bei einem Hund (CARLOTTI et al., 2009). Ob
die Hunde wéhrend des Studienverlaufs Antikorper gegen das feline IFN bildeten

wurde nicht untersucht.
2.6. Nebenwirkungen der Interferontherapie

2.6.1. Humanmedizin

Die haufigsten Nebenwirkungen, die IFN in der Humanmedizin auslésen, und
auch bei der Behandlung der AD ausgeltst haben, sind Erk&ltungssymptome wie
Fieber, Kopfschmerzen, Muskelschmerzen und Schittelfrost (HANIFIN et al.,
1993; STEVENS et al., 1998; JANG et al., 2000; DEUTER et al., 2009). Diese
Symptome legen sich meist im Verlauf der Behandlung von selbst wieder.
Vorbeugend wird hdufig empfohlen, vor der Applikation von IFN ein
nichtsteroidales Antiphlogistikum einzunehmen. Zusétzlich kann es teilweise zu
Miudigkeit, Anorexie, Ubelkeit und Erbrechen kommen, sowie zu Depressionen
und eingeschrankten kognitiven Fahigkeiten. Je hoher die Dosis des verabreichten
IFN ist, desto wahrscheinlicher und gravierender ist das Auftreten von
Nebenwirkungen (KIRKWOOD et al., 1996; KIRKWOOD et al., 2000;
KIRKWOOD et al., 2002; GUILLAUME-CZITROM et al., 2007; PLSKOVA et
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al., 2007).

Sehr héufig kommt es auch zu Blutbildverdnderungen wie Leukopenie,
insbesondere Neutropenie, Thrombozytopenie und Andmie. Diese Verédnderungen
sind auf die antiproliferative Wirkung von IFN zuriickzufiihren. Sie sind
dosisabhé&ngig und dosislimitierend, verschwinden aber nach Absetzen von IFN
auch wieder (KIRKWOOD et al., 1996; KIRKWOOD et al., 2000; KIRKWOOD
etal., 2002).

In der Serumchemie kann man oft eine Erhdhung der Leberwerte, v.a. der AST,
feststellen. Auch die Triglyceride kdnnen erhéht sein. Bei sehr hohen IFN-
Dosierungen und unzureichender Dosisanpassung kam es sogar zu Todesfallen
aufgrund der Lebertoxizitat von IFN (KIRKWOOD et al., 1996; KIRKWOOD et
al., 2000; KIRKWOOD et al., 2002).

In sehr seltenen Féllen kann es zu gravierenden Nebenwirkungen kommen, wie
z.B. Grand-Mal-Anféllen oder auch autoimmunen Reaktionen, wie
Antikorperbildung gegen korpereigene DNA oder antithyreoidale Antikorper,
sowie Antikorperbildung gegen korpereigenes IFN (OBERG et al., 1989;
CONLON et al., 1990; DEUTER et al., 2009; AHMED et al., 2011; STUBIGER
etal., 2011).

2.6.2. Tiermedizin

In der Tiermedizin sind bislang weniger Nebenwirkungen der IFN-Therapie
bekannt als in der Humanmedizin. Ob dies an der kirzeren Lebensdauer der Tiere
liegt, oder daran, dass IFN in der Tiermedizin noch nicht so lange zum Einsatz
kommt und daher noch nicht viele Nebenwirkungen erforscht sind, oder ob IFN

von den Tieren einfach besser vertragen wird, bleibt noch zu klaren.

FeLV und FeLV-/ FIV-ko-infizierte Katzen, die mit rFelFN-® behandelt wurden
zeigten Lethargie, Erbrechen und Durchfall. Diese Symptome konnten jedoch
nicht mit IFN in Verbindung gebracht werden, da kein signifikanter Unterschied
zur Placebo-Gruppe bestand (DE MARI et al., 2004).

Erbrechen, Durchfall, Inappetenz und Aktivitatsverlust werden in der bereits
erwahnten Studie von YASUKAWA und Mitarbeitern (2010) als bekannte
Nebenwirkungen von rCalFN-y angegeben (YASUKAWA et al., 2010).

In den Studien, die sich mit der IFN-Therapie der CAD beschéftigen, traten als
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Nebenwirkungen nur Schmerzen an der Injektionsstelle, vermehrter Juckreiz nach
Injektion, Durchfall sowie eine anaphylaktische Reaktion bei jeweils einem Hund
auf (HASEGAWA et al., 2004; IWASAKI, 2004; IWASAKI & HASEGAWA,
2006; CARLOTTI et al., 2009; YASUKAWA et al., 2010).

2.7. Interferontherapie und Antikdrperbildung

Im Verlauf der Behandlung mit IFN kann es beim Menschen zur Bildung
neutralisierender Antikérper gegen dieses IFN kommen. Dies kann dazu flhren,
dass die Therapie unwirksam wird und der Patient einen Rickfall, bzw. keine
weitere Verbesserung der Symptomatik erleidet (VON WUSSOW et al., 1987;
OBERG et al., 1989). In einer Studie von ITRI und Mitarbeitern (1987) wurde
festgestellt, dass 25% der mit IFN behandelten Patienten neutralisierende
Antikorper bilden, wobei die Wahrscheinlichkeit einer Antikérperbildung mit
langerer Therapiedauer zunimmt. In dieser Studie hatte die Bildung
neutralisierender Antikorper jedoch nicht immer einen negativen Einfluss auf den
Therapieerfolg (ITRI et al., 1987). Die Bildung neutralisierender Antikdrper
gegen therapeutisch verabreichtes IFN ist nicht zu verwechseln mit der Bildung
von Autoantikorpern gegen korpereigene Strukturen wie antinukleare Antikorper
(ANA) oder antithyreoidale Antikorper oder auch Antikorper gegen korpereigenes
IFN, die, wie bereits erwéhnt, eine gravierende, aber seltene Nebenwirkung der
Interferontherapie darstellt, aber nicht mit der Bildung von neutralisierenden anti-
IFN-Antikorpern einhergehen muss (OBERG et al., 1989; CONLON et al., 1990;
DEUTER et al., 2009).

Da felines bzw. canines rekombinantes IFN erst seit relativ kurzer Zeit verfligbar
ist, wurden Studien und Versuchstherapien friiher mit dem bereits verfligbaren
rekombinanten humanen IFN (rHulFN) durchgefiihrt. Katzen wurden mit
subkutan appliziertem rHulFN-a gegen FeLV behandelt. Die Behandlung schlug
zun&chst an, nach drei bis sieben Wochen liel} die Wirkung aber nach. Bei der
Untersuchung dieses Phdnomens stellte sich heraus, dass die Katzen gegen dieses
Fremdprotein neutralisierende Antikdrper gebildet hatten (ZEIDNER et al., 1990).
Interessanterweise war die Zeit bis zur Bildung neutralisierender Antikorper und
auch der Antikorpertiter dosisabhéngig. Je héher die verabreichte IFN-Dosis,
desto schneller wurden Antikorper gebildet und desto héher war auch der Titer.
Auch in anderen Studien wurde die Bildung neutralisierender Antikérper gegen
humanes IFN in Katzen nach s.c. Applikation festgestellt (CAVE et al., 2004).
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Wie bereits erwadhnt, wurde nach oraler IFN Verabreichung, auch von
speziesfremdem IFN, nicht von einer Antikorperbildung berichtet (GILGER et al.,
1999; SATOH et al., 1999; NAKAJIMA & SOKAWA, 2002; HARTMANN,
2005).

Ob Hunde nach (Langzeit-)Therapie mit rFelFN-o Antikorper bilden, wurde noch
nicht untersucht. Ebenso wurde in keiner der erwéhnten Studien untersucht, ob es
bei Tieren, genauso wie bei Menschen, auch zu einer Antikorperbildung gegen

korpereigene Strukturen oder korpereigenes IFN kommt.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Studiendesign

Die Studie war als randomisierte, offene Feldstudie angelegt. Hunde, die an AD
litten, wurden mit Hilfe einer Randomisierungstafel auf zwei Gruppen aufgeteilt.
Beide Gruppen wurden iiber vier Monate mit rFelFN-o (Virbagen® omega,
Virbac, Carros, Frankreich) behandelt. Die erste Gruppe wurde subkutan

behandelt, die zweite Gruppe oral.

Ziel der Studie war es, herauszufinden, ob Hunde Antikorper gegen subkutan oder
oral verabreichtes rFelFN-o entwickeln. Als Nebenziel wurde zusétzlich die

klinische Entwicklung der Patienten dokumentiert und ausgewertet.

Besitzer mussten vor Studienbeginn eine schriftliche Einverstdndniserklarung
unterschreiben, die alle relevanten Details der Studie enthielt (siehe Anhang 4).
Die Studie wurde vor Beginn von der Tierversuchskommission genehmigt
(Gz. 55.2-1-45-2531-119-10).

2. Patienten

Die Diagnose AD wurde anhand der Patientenhistorie/Anamnese und der
klinischen Untersuchung gestellt. Nicht-allergische Differentialdiagnosen wurden
mittels geeigneter Tests, wie z.B. Flohkontrolle, Hautgeschabsel oder
Versuchstherapie gegen oberflachliche Milben ausgeschlossen. Falls indiziert,
wurden weitere Proben und Tests veranlasst, um evtl. vorhandene andere
Erkrankungen  wie  Dermatophytose  oder  hormonelle  Erkrankungen
auszuschlielen. Hautinfektionen durch Bakterien oder Hefepilze wurden
basierend auf der Klinik bzw. anhand der zytologischen Auswertung von
Abklatschpréparaten diagnostiziert und falls nétig entsprechend behandelt, galten
aber nicht als Ausschlusskriterien, da sie das Hauptziel der Studie nicht
beeintrachtigten. Aus demselben Grund war es nicht obligatorisch fur Patienten,
vor  Studienbeginn  eine  Eliminationsdidt zum  Ausschluss  einer
futtermittelinduzierten AD zu durchlaufen. Eine bereits begonnene
Eliminationsdiat  konnte  fortgefhrt werden.  Systemisch  verabreichte
Glukokortikoide und systemisch verabreichtes Cyclosporin mussten spéatestens
zwei Wochen vor Studienbeginn abgesetzt werden. Es war den Besitzern nicht
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erlaubt, ihre Hunde wahrend der Dauer der Studie impfen zu lassen. Alle Hunde
befanden sich in Privatbesitz und waren Patienten der Medizinischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Mdnchen.

3. Zusatzliche Therapeutika

Zusétzliche Therapeutika und falls notig Therapiednderungen waren wahrend der
Dauer der Studie erlaubt, wurden jedoch mit Hilfe eines sogenannten "Medication
Scores” dokumentiert. Patienten, die systemisch mit Glukokortikoiden oder
Cyclosporin behandelt wurden, mussten diese Medikamente mindestens zwei
Wochen vor Studienbeginn absetzen. Wéhrend der Studie war die systemische
Verabreichung dieser beiden Medikamente untersagt. Die topische Applikation
von Medikamenten derselben Wirkstoffgruppen war erlaubt, da dadurch eine
Antikorperbildung nicht beeintrachtigt werden sollte. Das traf auf topische
Behandlungen mit cortisonhaltigen Praparaten wie cortisonhaltige Salben (z.B.
Fuciderm®, Bayer), Cortisonsprays (z.B. Cortavance®, Virbac) und cortisonhaltige

Ohrentropfen zu.

4. Ausschlusskriterien

Hunde mit diagnostiziertem Morbus Cushing waren von der Teilnahme an der
Studie ausgeschlossen, da der krankheitsbedingt erhéhte Blutcortisolspiegel eine

Antikdrperbildung unterdriicken konnte.

5. Intervention

Von jedem Studienpatienten wurde vor Beginn (Tag 0) und am Ende (Tag 120)
der Studie eine vendse Blutprobe gewonnen. Hunde in Gruppe 1 erhielten
rFelFN-o als subkutane Injektionen an den Tagen 0, 3, 7, 14, 21, 35, 56 und 90,
wéhrend Hunde in Gruppe 2 das Medikament téaglich oral erhielten. Die
Dosierung erfolgte anhand von vier Gewichtsgruppen und wurde fur Gruppe 1
von der Studie von CARLOTTI und Mitarbeitern (2009) Ubernommen
(CARLOTTI et al., 2009). Bei Gruppe 2 erfolgte die Dosierung anhand derselben
Gewichtsgruppen, wobei von einer Dosierung von ca. 50 internationalen
Einheiten (I.E.) pro kg KGW ausgegangen wurde, da damit in anderen Studien
(GILGER et al.,, 1999; HARTMANN, 2005) bereits gute Ergebnisse erzielt

wurden (siehe Tabelle 1). Gruppe 1 erhielt Virbagen® omega unverdiinnt, fiir die



111. Material und Methoden 43

orale Verabreichung wurde Virbagen® omega (10 Millionen 1.E./ml) 1:2000 mit
handelsiiblicher ~ physiologischer  Kochsalzlosung  (0,9%  NaCl)  fur
Infusionszwecke (Ecoflac® plus 250 ml, B.Braun, Melsungen, Deutschland)
verdunnt. Nachdem das als Lyophilisat vorliegende Medikament rekonstituiert
bzw. fur die orale Verabreichung entsprechend verdinnt wurde, wurde es fir
maximal drei Wochen bei 4°C aufbewahrt und im Anschluss entsorgt. Laut dem
Hersteller Virbac (telefonischer Kontakt mit Virbac Tierarzneimittel GmbH, Bad
Oldesloe, Deutschland) wurde die Stabilitit des Medikamentes nach
Rekonstitution und auch nach Verdiunnung mit 0,9 % NaCl fiir ca. drei bis vier

Wochen bei Kihlschranktemperaturen in unverdffentlichten Studien bestétigt.

Tabelle 1: Dosierung von rFelFN-®

Kdrpergewicht Orale Gabe Subkutane Gabe
<15 kg 500 L.E. 1 Million LE.
15-29 kg 1000 I.E. 2 Millionen LE.
30-44 kg 1500 I.E. 3 Millionen I.E.
> 44 kg 2000 L.E. 4 Millionen L.E.

Virbagen® omega enthalt 10 Millionen I.E. pro ml. Daher ergibt sich, je nach
Gewicht, fir die subkutane Verabreichung eine Menge von 0,1 - 0,4 ml pro Tier.
Die 1/2000 Verdiinnung von Virbagen® omega enthélt 5000 I.E. pro ml, woraus
sich, je nach Gewicht, fiir die orale Verabreichung ebenfalls eine Menge von 0,1 -
0,4 ml pro Tier ergibt.

6. Klinische Untersuchungen, Dokumentation

Eine ausfihrliche klinische Untersuchung fand zu Beginn der Studie (Tag 0), nach
zwei Monaten (Tag 90) und nach vier Monaten (Tag 120) statt. Zu diesen
Zeitpunkten wurde auch jeweils ein sogenannter "Canine Atopic Dermatitis
Extent and Severity Index", kurz "CADESI", durch einen Tierarzt angefertigt.
Hierbei handelt es sich um einen extra fir klinische Studien entwickelten

validierten Lasionenscore, anhand dessen das Hautbild eines Hundes beurteilt
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wird. Dabei werden vier verschiedene Kriterien (Erythem, Lichenifikation,
Alopezie, Erosion) an 62 verschiedenen Korperregionen jeweils mit einem Wert
von 0 bis 5 bewertet. Dadurch lasst sich eine objektive und reproduzierbare
Aussage Uber das Hautbild des Patienten, bzw. eine Verbesserung oder
Verschlechterung desselben treffen (OLIVRY et al., 2007b; OLIVRY et al., 2008)
(siehe Anhang 5).

Desweiteren wurde von den Besitzern ausgefullt:

1) eine validierte Juckreizskala (an Tag 0, Tag 90 und Tag 120): auf dieser wurde
der Juckreiz der Hunde von den Besitzern anhand einer visuellen Analogskala von
0 bis 10 eingeschatzt (RYBNICEK et al., 2009) (siehe Anhang 6).

2) ein Medication Score (an Tag 0, Tag 90 und Tag 120): hierauf mussten die
Besitzer angeben, welche Medikamente ihre Hunde in den letzten zwei Wochen
bekamen und in welcher Dosierung. Wenn die Tiere keine zusatzlichen
Medikamente erhielten, so wurde dies mit 0 Punkten gewertet. Falls nur topische
Therapie z.B. Shampoo verabreicht wurde, wurde dies mit 5 Punkten gewertet.
Antihistaminika und/oder Supplementierung mit essentiellen Fettsauren wurde
mit je 10 Punkten gewertet. Die topische Verabreichung von Glukokortikoiden
oder Tacrolimus wurde ebenfalls mit 10 Punkten gewertet. Falls systemische
Glukokortikoide gegeben wurden, so war die Wertung abhéngig von der taglichen
Dosis. Mehr als 1 mg/kg wurde mit 40 Punkten gewertet, eine tdgliche Dosis zw.
0,5 - 1 mg/kg erhielt 30 Punkte, eine tagliche Dosis zw. 0,2 - 0,5 mg/kg erhielt 20
Punkte und eine tégliche Dosis <0,2 mg/kg wurde mit 10 Punkten gewertet
(MUELLER et al., 2004a) (siehe Anhang 7).

3) ein Global Assessment Score (nur an Tag 90 und 120): Die Besitzer mussten
den Zustand ihres Hundes im Vergleich zum vorherigen Besuch beurteilen, wobei
sie funf Moglichkeiten der Einteilung hatten: Verschlechterung (= 0), keine
Veranderung (= 1), leichte Verbesserung (= 2), zufriedenstellende Verbesserung
(= 3), vollstandiger Riickgang der Symptomatik (= 4) (siehe Anhang 8).

4) Fragebogen zur Lebensqualitat der Hunde (nur an Tag 0 und 120): Insgesamt
15 Fragen mit je funf Antwortmdglichkeiten, die von "trifft Gberhaupt nicht zu™
bis "trifft absolut zu™ rangierten und mit Punkten von 0 bis 4 bewertet wurden. Je
hoher die Punktzahl war, desto schlechter war die Lebensqualitat der Hunde
einzustufen (FAVROT et al., 2010a) (siehe Anhang 9).
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Aus den Punkten der Juckreizskala, des Medication Score und des CADESI

wurde flr jeden Studienbesuch ein Gesamtscore erstellt.

7. Labordiagnostik

Fur die Antikorperbestimmung wurde den Hunden bei Studienbeginn und -ende
jeweils eine Blutprobe von 10 ml mittels Venenpunktion entnommen. Das Blut
wurde bei 4000 Umdrehungen pro Minute flr flnf Minuten zentrifugiert und das
so gewonnene Serum in Eppendorf-Réhrchen abgeflllt und anschlieend bei

-20°C eingefroren.

7.1. Enzyme linked immunosorbent essay (ELISA)

Um zu evaluieren, ob eine Antikorperbildung stattfand, wurde ein indirekter
ELISA durchgefiihrt, wobei Virbagen® omega als Antigen verwendet wurde. Auf
Nachfrage beim Hersteller wurde die spezifische Aktivitdt mit nicht weniger als
0,17 Millionen LE./ug und nicht mehr als 0,27 Millionen L.E./ug Protein
angegeben. Daraus ergibt sich bei 10 Millionen I.E./ml ein Proteingehalt zwischen
37 ng und 58,8 pg pro ml. Fur den Versuch wurde der Einfachheit halber mit

einem Proteingehalt von 50 pg/ml gerechnet.

Die im ELISA verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die
Hersteller aller Reagenzien, die nicht im Labor selbst hergestellt wurden, sind in

Anhang 10 zu finden.

Tabelle 2: Im ELISA verwendete Reagenzien

Beschichtungspuffer 50 mM Natriumcarbonat Puffer, pH 9,6
oRS Phosphate buffered saline = Phosphat
gepufferte Kochsalzldsung
) 3 g bovines Serumalbumin (BSA) in
Blockierer
100 ml PBS
1 Teil Reagent Diluent Concentrate 2
Probenverdunner

(10x) und 10 Teile PBS

PBS-T PBS mit 0,05 % Tween® 20
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Arbeitsschritte des ELISA:
1) Beschichtung der Platten mit Virbagen® omega:

0,8 ml Virbagen® omega wurden mit 19,2 ml Beschichtungspuffer verdiinnt, so
dass 20 ml Losung entstanden, die 2 pug rFelFN-wo/ml enthielt. Von dieser Losung
wurden jeweils 100 pl in die Vertiefungen von zwei 96-Loch-ELISA-Platten

pipettiert und das Ganze bei 4°C Uber Nacht inkubiert.

2) Blockierung mit bovinem Serumalbumin (BSA):

Die Platten wurden mit je 100 ul des Blockierers tiber Nacht bei 4°C geblockt.
3) Serumverdinnung und Inkubation:

Es wurden je 25 pl Serum mit 75 pl Probenverdinner verdinnt und in die
einzelnen Plattenvertiefungen aufgetragen. Von jedem Studienpatienten wurden
von beiden Serumproben Dreifachansétze auf die Platten pipettiert. Die Platten

mit dem Serum wurden eine Stunde bei 37°C inkubiert.
4) Hinzufligen des Zweitantikorpers:

Als nachster Schritt wurde den ELISA-Platten ein zweiter, gegen canines IgG
gerichteter, Peroxidase-konjugierter polyklonaler Antikorper zugefiigt. Das
Antikorper-Lyophilisat wurde zunéchst nach Herstellerangaben mit deionisiertem
Wasser rekonstituiert und anschlieBend 1:10.000 mit PBS-T verdunnt (2 pl
Antikorperlésung in 20 ml PBS-T). Von dieser Verdinnung wurden den

Vertiefungen je 100 pl zugefiigt und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
5) Hinzufiigen des Substrates und Messung der Extinktion des Farbumschlags:

Jeder Vertiefung wurden je 100 pul TMB-Substrat zugefiigt. Nach zehn Minuten
wurde die Reaktion mit je 50 pl 0,5 M H,SO, gestoppt und die Extinktion bei 450
- 595 nm mittels ELISA-Reader abgelesen.

Zwischen den Arbeitsschritten 1 - 5 wurden die Platten jeweils viermal mit PBS-T

gewaschen. Wahrend des Inkubierens wurden die Platten mit Parafilm abgedeckt.

Eine Negativkontrolle des indirekten ELISA wurde durchgefiihrt, indem alle oben
genannten Arbeitsschritte exakt reproduziert wurden, nur dass Arbeitsschritt 1)

entfiel.
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7.2. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Um die Reinheit von Virbegan® omega zu bestimmen, wurde im physiologischen
Institut der Tiermedizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitét
Minchen eine Auftrennung mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (= sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
= SDS-PAGE) durchgefiihrt. 20 pl Virbagen® omega wurden durch Hinzufiigen
von 10 pl Lammli Puffer mit Mercaptoethanol reduziert und durch anschlieBendes
Aufkochen bei 95°C fir finf Minuten denaturiert. Es wurde ein 15 % Gel
verwendet. Die entstandenen Proteinbanden wurden mittels Coomassie-Blau

angeféarbt.

7.3. Massenspektrometrie

Zur weiteren ldentifizierung der bei der SDS-PAGE entstandenen Proteinbanden
wurden diese ausgeschnitten und an das Institut fir Klinische Chemie, Campus
Forschung N 27, Universitats-Klinikum Hamburg Eppendorf, Martinistr. 52,
20246 Hamburg geschickt. Dort wurde nach folgendem Prinzip verfahren:

Die Proteine im Gel wurden nach Reduktion mit Dithiothreitol und Modifikation
der Cystein-Reste mit lodacetamid mit Hilfe von Trypsin verdaut. Im Anschluss
fand eine wiederholte Extraktion der Proteine aus dem Gel mittels Acetonitril und
Ameisenséure statt. Die kombinierten Extrakte wurden getrocknet, in Methanol
und Ameisensaure wieder aufgeldst, entsalzen, mit Methanol und Ameisensaure
eluiert und im  Anschluss  mittels  Nano-Elektrospray =~ Tandem-
Massenspektrometrie an einem Quadrupol-Time-of-Flight-Massenspektrometer
analysiert. Dabei wurden zuerst mit dem Quadrupol einzelne Peptide aus dem
tryptischen Verdau selektiert und in einer nachgeschalteten Stol3zelle fragmentiert.
Die Fragmentmassen wurden anschlieBend mit einem Flugzeit-Massenanalysator
detektiert. Mit Hilfe der entstandenen MS/MS-Spektren der einzelnen Peptide
wurden die Proteine durch Mascot-Datenbanksuche identifiziert. Peptide, die
nicht mittels Mascot-Datenbanksuche identifiziert werden konnten, wurden

manuell ausgewertet.

8. Statistik

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde ein gepaarter T-Test fur normal
verteilte Daten und ein Wilcoxon matched pairs signed ranks test (= Wilcoxon
Rangsummentest) fur nicht normal verteilte Daten verwendet. Ein P-Wert < 0,05
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wurde als signifikant gewertet.

Der Kruskal Wallis test mit anschlieendem Dunn's multiple comparison post test

wurde verwendet, um die beiden Gruppen untereinander zu vergleichen.
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V. ERGEBNISSE

1. Patienten

An der Studie nahmen 26 Hunde 16 unterschiedlicher Rassen teil. Die Rassen und

die jeweilige Zahl der Hunde dieser Rasse sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Hunderassen und Anzahl

Rasse Anzahl
Golden Retriever 5
Zwergschnauzer 1
Deutscher Schéferhund 2
Mops 2
Zwergpudel 1
Labrador 2
Basenji 1
Bolonka Zwetna 1
Foxterrier 1
Petit Griffon 1
Welsh Terrier 1
Frz. Bulldogge 1
Magyar Viszla 1
Amerikanische Bulldogge 1
West Highland White Terrier 1

Mischling 4
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Mit 18 Hunden uberwog das ménnliche Geschlecht deutlich vor dem weiblichen
mit acht Hunden, wobei bei den mannlichen Tieren elf kastriert waren und bei den

weiblichen flnf.

Der jungste Studienpatient war 1,7 Jahre alt, der &lteste 12,6 Jahre. Das mittlere
Alter der Hunde betrug 6,3 Jahre (in Gruppe 1 (s.c.) 6,6 Jahre, in Gruppe 2 (oral)
6 Jahre).

1.1. Nebenwirkungen

Von den 26 Hunden, die an der Studie teilnahmen, beendeten nur 25 die Studie.
Ein Patient aus der oralen Gruppe verstarb kurz vor Studienende an einer Sepsis
in Folge einer Notoperation wegen eines rupturierten Magengeschwires. Die
zweite Blutprobe konnte jedoch noch gewonnen werden. Das Magengeschwiir
konnte nicht mit der IFN-Therapie in Zusammenhang gebracht werden.
Vorberichtlich vertrug der Hund schon lange keine nicht steroidalen
Antiphlogistika oder Cortisonpréparate, da diese Erbrechen, Durchfall und ein
dolentes Abdomen verursachten. Es wurde deshalb davon ausgegangen, dass das

Magengeschwir schon langer vorlag.

Auch bei den restlichen Patienten traten keine Nebenwirkungen auf, die eindeutig
mit Virbagen® omega in Verbindung gebracht werden konnten. Insgesamt sieben
Hunde (drei aus Gruppe 1 und vier aus Gruppe 2) zeigten im Studienverlauf eine
oder mehrere Durchfallepisoden. Bis auf zwei Hunde handelte es sich dabei um
Tiere, die laut Besitzer und Krankengeschichte immer wieder an
selbstlimitierenden Durchfallepisoden litten. Bei den beiden anderen Hunden trat
der Durchfall direkt nach einer Futterumstellung auf. Bei allen Hunden handelte
es sich um kurze Episoden zwischen einem Tag und einer Woche, die
selbstlimitierend waren, bis auf einen Hund, der intermittierenden Durchfall tber
einen Monat zeigte. Nach einer dreitdgigen Behandlung mit Fenbendazol
verschwand dieser Durchfall jedoch wieder, was auf einen eventuellen
Endoparasitenbefall z.B. mit Giardien hindeutet. Bei einem der Hunde, der laut
Besitzer auch immer wieder Durchfallepisoden zeigte, wurde einige Zeit nach
Studienende ein metastasierendes Prostataadenokarzinom diagnostiziert, welches

maoglicherweise auch der Durchfallausldser war.

Zwei Hunde zeigten Erbrechen, welches in beiden Fallen jedoch nur einen Tag
andauerte. Bei einem Hund aus der oralen Gruppe trat es ca. drei Wochen nach
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Studienbeginn auf, bei dem anderen Hund aus der s.c. Gruppe an Tag 55. Da die
Dauer der Symptomatik so kurz war und kein Zusammenhang mit der
Medikamentenverabreichung hergestellt werden konnte (bei dem Hund aus
Gruppe 1 war die letzte Medikamentenverabreichung 20 Tage her, der Hund aus
Gruppe 2 bekam die orale Dosis bereits seit drei Wochen), wurde auch hier davon
ausgegangen, dass es sich nicht um Nebenwirkungen von Virbagen® omega
handelte.

Ein Hund aus der oralen Gruppe zeigte laut Besitzer ein reduziertes
Allgemeinbefinden, welches jedoch schon vor Studienbeginn aufgefallen war. Bei
der allgemeinen klinischen Untersuchung zwei Wochen nach Studienbeginn
zeigte sich der Patient munter und aufmerksam und es waren Kkeine
Veranderungen feststellbar. Es wurde dennoch ein Differentialblutbild und
Serumprofil angefertigt. Die einzige Verdnderung war eine geringgradige
Lymphozytose von 5,2 x 10%/1 (Referenzbereich 1,0 - 3,6 x 10%1), die entweder
aktivitats- oder stressbedingt war und durch Freisetzung der Lymphozyten aus
dem Marginalpool hervorgerufen wurde, oder auf einen geringgradigen
Infektionsherd hindeutete. Dem Hund ging es im weiteren Studienverlauf gut. Ein
Zusammenhang mit dem verabreichten Interferon, das eigentlich eher zu einer

Lymphopenie fihren misste, konnte nicht festgestellt werden.

1.2. Allergien

15 Studienpatienten (zwolf aus Gruppe 1 und drei aus Gruppe 2) litten an einer
diagnostizierten CAD sensu stricto. Bei acht Patienten (drei aus Gruppe 1 und
funf aus Gruppe 2) wurde eine Kombination aus Futtermittel- und Umweltallergie

diagnostiziert (CAD sensu lato).

Bei drei Patienten (alle aus Gruppe 2) ist unbekannt, ob sie an einer
Futtermittelallergie, einer Umweltallergie oder einer Kombination aus beiden
litten. Bei zwei dieser drei Patienten wurde auf Besitzerwunsch Kkeine
Eliminationsdiat durchgefthrt, bei einem wurde die Diét durchgefuhrt, es fand

aber keine Provokation mit dem vorherigen Futter statt.

1.3. Eliminationsdiat

Neun Patienten (flnf aus Gruppe 1 und vier aus Gruppe 2) wurden wahrend der
Dauer dieser Studie einer Eliminationsdiét unterzogen. Drei dieser Patienten (aus
Gruppe 1) waren bei der Provokation mit dem alten Futter negativ, d.h. sie litten
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an einer CAD sensu stricto. Funf Patienten (zwei aus Gruppe 1 und drei aus
Gruppe 2) waren bei der Provokation positiv, unter der Diat aber nicht
symptomlos, daher litten diese Patienten an einer Kombination aus Futtermittel-
und Umweltallergie. Bei einem Hund (aus Gruppe 2) wurde aufgrund mangelnder

Kooperation durch die Besitzer keine Provokation durchgefiihrt.

1.4. Begleitende Therapien aufRerhalb des Medication Score
ASIT und Antibiotika, die zur Behandlung von Pyodermien eingesetzt wurden,

wurden nicht mittels Medication Score bewertet.

Sechs der Hunde (funf aus Gruppe 1 und einer aus Gruppe 2) mit diagnostizierter

CAD sensu stricto wurden wahrend der Dauer der Studie desensibilisiert.

1.4.1.  Pyodermien und Antibiotika bei Studienbeginn
Insgesamt hatten zu Studienbeginn finf Hunde eine Pyodermie (vier aus Gruppe 1

und einer aus Gruppe 2).

In Gruppe 1 zeigten zwei der vier Hunde nur eine geringgradige und lokalisierte
Pyodermie, ein Hund an den Lefzen und ein Hund an einer Hinterpfote. Da bei
beiden Hunden nur eine Stelle betroffen war, die lokal mit Chlorhexidin-haltigem
Shampoo und nicht mit Antibiotika behandelt wurde, dirften CADESI und
Juckreizskala nicht beeinflusst worden sein. Die anderen zwei betroffenen Hunde
in Gruppe 1 litten unter einer generalisierten Pyodermie, die bei einem der Hunde
noch durch eine Malasseziendermatitis verschlimmert wurde. Diese Hunde
wurden beide systemisch mit Cefalexintabletten (25 mg/kg KGW bid) behandelt.
Der Hund, der zusétzlich unter einer Malasseziendermatitis litt, wurde zusatzlich
topisch mit Miconazol- und Chlorhexidin-haltigem Shampoo behandelt. Bei
diesen beiden Patienten ist davon auszugehen, dass ein grofRer Anteil des
Juckreizes und der L&sionen durch die Pyodermie und die Malasseziendermatitis
ausgeldst wurde und somit auch ein GroRteil der initialen klinischen Verbesserung
der antibiotischen und antifugalen Therapie zuzuschreiben ist. Ein betroffener
Hund in Gruppe 2 litt zu Studienbeginn ebenfalls an einer generalisierten
Pyodermie und Malasseziendermatitis und wurde entsprechend behandelt (siehe

oben).

Vereinzelt traten auch wahrend der Dauer der Studie Pyodermien auf, diese
wurden je nach Schweregrad topisch oder systemisch behandelt. Bei Studienende
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litten drei Hunde in Gruppe 1 an einer generalisierten Pyodermie, die mit
Antibiotika behandelt werden musste, in Gruppe 2 hatte kein Hund bei

Studienende eine behandlungsbedirftige Pyodermie.

1.5. Ausnahmen
Bei insgesamt drei Patienten wurde eine Ausnahme gemacht, was die systemische

Verabreichung von Cortisonpréparaten angeht.

Ein Hund aus der oralen Gruppe bekam dauerhaft, schon vor Beginn der Studie
eine sehr niedrige Dosierung Prednisolon oral. Da sich durch Absetzen des
Medikaments das klinische Bild drastisch verschlechterte und die Dosis, die
benotigt wurde, um die Allergie im Griff zu halten, sehr gering war, wurde der
Hund trotz oraler Cortisonverabreichung in die Studie eingeschlossen, da eine
solch geringe Dosis (bei Studienbeginn betrug die Dosis 0,26 mg/kg KGW jeden
zweiten Tag) eine Antikorperbildung nicht beeintrachtigen sollte.

Bei einem Hund aus der s.c. Gruppe verschlimmerte sich das Krankheitsbild kurz
nach dem zweiten Studienbesuch betrdchtlich, sodass die systemische
Verabreichung eines Cortisonpréparates (Dexamethason 0,1 mg/kg KGW jeden
zweiten Tag) aus ethischen Grinden unvermeidlich war, um dem Patienten
Schmerzen und Leiden zu ersparen. Die Studie wurde dennoch fortgeftihrt, wobei
nur die klinischen Daten ausgewertet wurden. Bei der Auswertung des ELISA zur
Antikorperbestimmung wurde dieser Hund nicht berticksichtigt, da durch die hohe

Dosis Dexamethason die Antikorperbildung evtl. unterdriickt wurde.

Bei einem Hund wurde das orale Prednisolon erst zwei Wochen vor
Studienbeginn ausgeschlichen, sodass die letzte, sehr niedrige Prednisolongabe
(0,3 mg/kg KGW jeden zweiten Tag) eine Woche vor Studienbeginn stattfand.

Dies war aus logistischen Griinden nicht vermeidbar.

Bei einem Hund wurde nach Beendigung der Studie ein Morbus Cushing
diagnostiziert. Der Verdacht bestand schon vor Studienbeginn, ein ca. drei
Wochen nach Studienbeginn  durchgefihrter "Low-Dose Dexamethasone
Suppression™ (LDDS)-Test verlief jedoch negativ. Da der Hund zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung die Studie bereits beendet hatte, der nach Studienbeginn
durchgefuhrte LDDS-Test negativ war und die gemessenen Cortisolwerte auch
nach Studienende nur vergleichsweise geringgradig erhoht waren (der basale

Cortisolwert betrug 5,1 pg/dl, der Referenzbereich erstreckt sich wvon
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0,9 - 4,5 pg/dl), wurde er dennoch bei der Studienauswertung mit einbezogen.

2. Klinische Daten

2.1. CADESI

Bei der Auswertung der Daten fiel auf, dass sich trotz Randomisierung der
Mittelwert der CADESIs an Tag 0 zwischen den beiden Gruppen unterschied. Er
war mit einem Wert von rund 41,9 in der s.c.-Gruppe hoher als in der oralen
Gruppe mit einem Wert von rund 26,2. Ein Vergleich mittels Kruskal Wallis test
und anschlieBendem Dunn's multiple comparison post test zeigte jedoch, dass

dieser Unterschied nicht signifikant war.

Von insgesamt 15 Patienten, die rFelFN-o subkutan erhielten, verbesserte sich
der CADESI bis zum Studienende bei elf. Ein Patient hatte nach vier Monaten
denselben CADESI wie zu Beginn. Bei drei Patienten kam es zu einer
Verschlechterung. Eine Aufstellung der einzelnen CADESIs aller Patienten
inklusive der individuellen prozentualen  Verbesserungen bzw.
Verschlechterungen zwischen erstem und letztem Studienbesuch sind Tabelle 4 zu
entnehmen. Im Mittel sanken die CADESIs bei den Studienbesuchen vom
Studienbeginn Uber den zweiten Besuch nach zwei Monaten bis zum Endbesuch
kontinuierlich ab (siehe Abbildung 2).
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Tabelle 4: CADESI-Werte der einzelnen Patienten der s.c. Gruppe inkl.

prozentualer Verbesserung bzw. Verschlechterung

Prozentuale Prozentuale
patient CADESI CADESI CADESI Verbesserung Verschlechterung
1 2 3 zw. 1. und 3. zw. 1. und 3.
CADESI CADESI
1 13 44 8 38 %
2 34 53 14 58 %
3 10 33 10 0%
4 31 49 9 71 %
5 68 45 19 72 %
6 33 36 81 145 %
7 91 84 65 29 %
8 22 16 14 36 %
9 11 27 23 109 %
10 18 17 10 44 %
11 32 8 34 6 %
12 44 21 8 82 %
13 164 66 54 67 %
14 31 12 26 16 %
15 27 22 26 4%
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Abbildung 2: Verteilung der CADESIs der s.c. Gruppe bei den

Kontrollbesuchen mit jeweiligem Mittelwert

Zwischen erstem und letztem Studienbesuch verbesserte sich der Mittelwert aller
CADESIs um 36 %, die Besserung war jedoch bei der Auswertung mittels
Wilcoxon Rangsummentest knapp nicht statistisch signifikant. Die genauen
Mittelwerte der CADESIs und deren Standardabweichung, sowie die prozentuale
Verbesserung zwischen erstem und letztem Besuch und der P-Wert sind Tabelle 5

ZuU entnehmen.
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Tabelle 5: CADESI Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SA) der
drei Kontrollbesuche, prozentuale Verbesserung zwischen erstem und

letztem Besuch und P-Wert der s.c. Gruppe

CADESI 1 CADESI 2 CADESI 3
MW 41,93 35,53 26,73
SA 40,07 21,44 22,65
Prozentuale
Verbesserung zw.
36 %
erstem und letztem
Besuch
P-Wert 0,0515

In der oralen Gruppe verbesserte sich der CADESI bis zum Endbesuch bei acht
Patienten, bei zwei Patienten kam es zu einer Verschlechterung. Bei einem
Patienten konnte, wie zuvor bereits erwéhnt, keine Abschlussuntersuchung
durchgefuhrt werden, da er kurz vorher verstarb. Beim zweiten Studienbesuch war
der CADESI dieses Hundes jedoch deutlich niedriger als bei Studienbeginn (siehe
Tabelle 6). Die Mittelwerte der CADESIs zu den jeweiligen Studienbesuchen
sanken auch in der oralen Gruppe kontinuierlich ab, sogar noch deutlicher als in

der s.c.-Gruppe (siehe Abbildung 3).
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Tabelle 6: CADESI-Werte der einzelnen Patienten der oralen Gruppe inkl.

prozentualer Verbesserung bzw. Verschlechterung

Prozentuale Prozentuale

patient CADESI CADESI CADESI Verbesserung Verschlechterung

1 2 3 zw. 1. und 3. zw. 1. und 3.

(2.) CADESI CADESI

1 85 84 14 84 %

2 11 8 7 36 %

3 18 2 12 33%

4 7 19 18 157 %

5 13 8 9 31 %

6 24 17 6 75 %

7 4 5 5 25 %

8 29 19 - (34 %)

9 48 18 14 1%

10 14 2 4 71 %

11 35 12 14 60 %
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Abbildung 3: Verteilung der CADESIs der oralen Gruppe bei den

Kontrollbesuchen mit jeweiligem Mittelwert

Zwischen erstem und letztem Studienbesuch verbesserte sich der Mittelwert aller
CADESIs um 61 %, die Besserung war statistisch signifikant. Die genauen
Mittelwerte der CADESIs und deren Standardabweichung, sowie die prozentuale
Verbesserung zwischen erstem und letztem Besuch und der P-Wert sind Tabelle 7

Zu entnehmen.
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Tabelle 7: CADESI Mittelwerte und Standardabweichungen der drei
Kontrollbesuche, prozentuale Verbesserung zwischen erstem und letztem

Besuch und P-Wert der oralen Gruppe

CADESI 1 CADESI 2 CADESI 3
MW 26,18 17,64 10,30
SA 23,46 22,97 4,74
Prozentuale
Verbesserung zw.
61 %
erstem und letztem
Besuch
P-Wert 0,0414
2.2. Juckreizskala (Pruritus Score)

Zwischen den beiden Therapiegruppen war kein Unterschied festzustellen, zu
Beginn der Studie betrug der durchschnittliche Pruritus Score der Hunde in beiden
Gruppen rund funf von zehn mdglichen Punkten. Es gab sowohl Hunde, die sich
verbesserten, als auch Hunde, bei denen der Juckreiz schlimmer wurde, wobei die
Verbesserung bzw. Verschlechterung sich nicht immer konform zu Hautbild und
CADESI verhielt.

In der s.c. Gruppe verbesserte sich der Juckreiz laut Besitzerangaben bei elf
Hunden bis zum Ende der Studie, wahrend drei Hunde bei Studienende mehr
Juckreiz zeigten als zu Beginn. Bei einem Hund blieb der Juckreiz im Lauf der
Studie konstant (siehe Tabelle 8). Die Mittelwerte aller Pruritus Scores zu den
jeweiligen Studienbesuchen sanken zwar geringgradig ab, jedoch war dieser
Unterschied bei der Auswertung mittels gepaartem T-Test nicht statistisch
signifikant (siehe Abbildung 4 und Tabelle 9).
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Tabelle 8: Pruritus Scores der einzelnen Patienten der s.c. Gruppe inkl.

prozentualer Verbesserung bzw. Verschlechterung

Prozentuale Prozentuale

) ) ) ) Verbesserung Verschlechterung
Patient Pruritus 1  Pruritus 2  Pruritus 3

zw. 1. und 3. zw. 1. und 3.
Besuch Besuch
1 2 0 8 300%
2 6 6 2 67 %
3 4 3 2 50 %
4 4 3 1 75 %
5 5 1 4 20 %
6 7 6 4 43 %
7 8 8 4 50 %
8 8 7 7 13 %
9 5 5 8 60 %
10 0 5 4 +
11 6,5 4 4,5 31 %
12 7,5 3,5 4 47 %
13 9 6,5 6,5 28 %
14 8 5 1,3 84 %
15 3 3 3 - -
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Abbildung 4: Verteilung der Pruritus Scores der s.c. Gruppe bei den

Kontrollbesuchen mit jeweiligem Mittelwert
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Tabelle 9: Pruritus Mittelwerte und Standardabweichungen der drei
Kontrollbesuche, prozentuale Verbesserung zwischen erstem und letztem

Besuch und P-Wert der s.c. Gruppe

Pruritus 1 Pruritus 2 Pruritus 3
MW 5,53 4,40 4,22
SA 2,57 2,21 2,27
Prozentuale
Verbesserung zw.
24 %
erstem und letztem
Besuch
P-Wert 0,1529

In der oralen Gruppe verbesserte sich der Juckreiz im Verlauf der Studie bei sechs
Patienten, bei zwei Hunden war der Juckreiz beim ersten und letzten
Studienbesuch gleich und bei zwei Hunden verschlechterte sich der Juckreiz. Der
Hund, der an einer Sepsis verstarb, zeigte beim zweiten Studienbesuch eine
geringgradige Verbesserung (siehe Tabelle 10). Die Mittelwerte aller Patienten zu
den einzelnen Studienbesuchen sanken im Verlauf der Studie, der Unterschied
war jedoch nicht statistisch signifikant (siehe Abbildung 5 und Tabelle 11).
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Tabelle 10: Pruritus Scores der einzelnen Patienten der oralen Gruppe inkl.

prozentualer Verbesserung bzw. Verschlechterung

Prozentuale Prozentuale

) ) ) ) Verbesserung Verschlechterung
Patient Pruritus 1  Pruritus 2  Pruritus 3

zw. 1. und 3. zw. 1. und 3.
(2.) Besuch Besuch

1 7 6 4 43 %

2 7 7 7 - -

3 3 0 1 67 %

4 7 7 8 14 %

5 2 1 0 100 %

6 0 2 3 +

7 6 4 2 67 %

8 4 3 - (25 %)

9 9 0 0 100 %

10 5 4 2 60 %

11 8 6,5 8 - -
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Abbildung 5: Verteilung der Pruritus Scores der oralen Gruppe bei den

Kontrollbesuchen mit jeweiligem Mittelwert
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Tabelle 11: Pruritus Mittelwerte und Standardabweichungen der drei
Kontrollbesuche, prozentuale Verbesserung zwischen erstem und letztem

Besuch und P-Wert der oralen Gruppe

Pruritus 1 Pruritus 2 Pruritus 3
MW 5,27 3,68 3,50
SA 2,76 2,70 3,14
Prozentuale
Verbesserung zw.
34 %
erstem und letztem
Besuch
P-Wert 0,1
2.3. Medication Score

Zwischen den beiden Gruppen war kein statistisch signifikanter Unterschied zu

Studienbeginn festzustellen.

Sieben Patienten der s.c. Gruppe hatten bei Studienende denselben Score wie zu
Studienbeginn, bei drei Patienten sank der Score zum Studienende und funf
Patienten hatten bei Studienende einen héheren Score als zu Studienbeginn (siehe
Tabelle 12). Im Durchschnitt stiegen die Medication Scores etwas an, der
Unterschied war jedoch bei der Auswertung mittels Wilcoxon Rangsummentest

nicht statistisch signifikant (siehe Tabelle 13).
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Tabelle 12: Medication Scores aller Patienten der s.c. Gruppe bei den drei

Studienbesuchen

Patient Medication Score 1 Medication Score 2 Medication Score 3
1 25 15 25
2 35 35 25
3 25 35 35
4 25 25 35
5 5 0 0
6 25 25 25
7 25 25 45
8 15 15 15
9 10 15 15
10 15 10 15
11 25 25 25
12 5 5 5)
13 5 5 25
14 25 10 15
15 5 5 5)
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Tabelle 13: Medication Score Mittelwerte und Standardabweichungen der
drei Kontrollbesuche inkl. P-Wert (Vergl. 1. und 3. Besuch) der s.c. Gruppe

Medication Score 1 Medication Score 2 Medication Score 3

MW 18,00 16,67 20,67
SA 9,96 11,13 12,37
P-Wert 0,3198

In der oralen Gruppe hatten bei Studienende acht Patienten denselben Score wie
zu Beginn, je ein Patient hatte einen niedrigeren bzw. héheren Score. Der Patient,
der nicht zur Abschlussuntersuchung erschien, hatte beim zweiten Besuch einen
niedrigeren Score als zu Beginn (siehe Tabelle 14). Auch in der oralen Gruppe
stieg der durchschnittliche Medication Score bis zum letzten Besuch leicht an,

auch hier war der Anstieg jedoch nicht signifikant (siehe Tabelle 15).
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Tabelle 14: Medication Scores aller Patienten der oralen Gruppe bei den drei

Studienbesuchen

Patient Medication Score 1 Medication Score 2 Medication Score 3
1 35 45 45
2 35 35 35
3 20 10 15
4 0 0 0
5 25 25 25
6 ) ) 5)
7 5 5 5
8 5 0 -
9 0 0 0
10 15 15 15
11 10 15 10
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Tabelle 15: Medication Score Mittelwerte und Standardabweichungen der
drei Kontrollbesuche inkl. P-Wert (Vergl. 1. und 3. Besuch) der oralen

Gruppe
Medication Score 1~ Medication Score 2 ~ Medication Score 3
MW 14,09 14,09 15,50
SA 13,00 15,14 15,17
P-Wert 1,0
2.4. Gesamtscore

Durch die Kombination des CADESI, der Juckreizskala und des Medication Score
sollten Verbesserungen in CADESI und Pruritus Score aufgrund von anderen
Medikamenten relativiert werden, um so einen besseren Eindruck Uber die
Verbesserung bzw. Verschlechterung des klinischen Gesamtbildes der Patienten

Zu gewinnen.

Der Gesamtscore sank zwischen Tag 0 und Tag 120 in der s.c. Gruppe bei zehn
Patienten, wobei teilweise beim zweiten Besuch ein initialer Anstieg zu
verzeichnen war. Ein Patient hatte bei Studienende denselben Score wie zu
Beginn und bei vier Patienten stieg der Gesamtscore bis zum Studienende an
(siehe Tabelle 16).
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Tabelle 16: Gesamtscores der einzelnen Patienten der s.c. Gruppe inkl.

prozentualer Verbesserung bzw. Verschlechterung

Prozentuale Prozentuale

patient Gesamt-  Gesamt-  Gesamt-  Verbesserung Verschlechterung

Score 1 Score 2 Score3  zw.1.und 3. zw. 1. und 3.

Gesamtscore Gesamtscore

1 40 59 41 3%

2 75 94 41 45 %

3 39 71 47 21 %

4 60 77 45 25 %

5 78 46 23 71 %

6 65 67 110 69 %

7 124 117 114 8 %

8 45 38 36 20 %

9 26 47 46 77 %

10 33 32 29 12 %

11 63,5 37 63,5 - -

12 56,5 29,5 17 70 %

13 178 77,5 85,5 52 %

14 64 27 42,3 34 %

15 35 30 34 3%

Der Mittelwert der Gesamtscores aller Patienten sank vom ersten bis zum letzten
Besuch kontinuierlich ab. Diese Verbesserung war jedoch bei der Auswertung
mittels Wilcoxon Rangsummentest nicht statistisch signifikant (siehe Abbildung 6
und Tabelle 17).
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Abbildung 6: Verteilung der Gesamtscores der s.c. Gruppe bei den

Kontrollbesuchen mit jeweiligem Mittelwert
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Tabelle 17: Gesamtscore Mittelwerte und Standardabweichungen der drei

Kontrollbesuche inkl. prozentuale Verbesserung und P-Wert (Vergl. 1. und

3. Besuch) der s.c. Gruppe

Gesamtscore 1 Gesamtscore 2 Gesamtscore 3

MW 65,47 56,60 51,62

SA 39,43 26,83 29,38

Prozentuale
Verbesserung zw. 1. 21 %
und 3. Besuch

P-Wert 0,0961

In der oralen Gruppe war der Gesamtscore bei neun Hunden beim
Studienendbesuch niedriger als bei Studienbeginn, bei einem Hund stieg er an.
Der Hund, der die Studie nicht beendete, zeigte beim zweiten Besuch eine

Verbesserung im Vergleich zum ersten Besuch (siehe Tabelle 18).
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Tabelle 18: Gesamtscores der einzelnen Patienten der oralen Gruppe inkl.

prozentualer Verbesserung bzw. Verschlechterung

Prozentuale
Prozentuale

Verbesserung
) Gesamt-  Gesamt-  Gesamt- Verschlechterung
Patient zw. 1. und 3.
Score 1 Score 2 Score 3 zw. 1. und 3.
2)
Gesamtscore
Gesamtscore
1 127 135 63 50 %
2 53 50 49 8 %
3 41 12 28 32%
4 14 26 26 86 %
5 40 34 34 15 %
6 29 24 14 52 %
7 15 14 12 20 %
8 38 22 - (42 %)
9 57 18 14 75 %
10 34 21 21 38 %
11 53 335 32 40 %

Der Mittelwert der Gesamtscores aller Patienten der oralen Gruppe sank vom
ersten bis zum letzten Besuch kontinuierlich ab. Diese Verbesserung war
statistisch signifikant (siehe Abbildung 7 und Tabelle 19).




IV. Ergebnisse 75

160

140

120

100

80 _
# Patienten

Gesamtscore

= Mittelwert
60 ¢

¢ .

-
g T
$ s

40

o0 | oo

20

L 4

O T T T 1
0 1 2 3 4

Kontrollbesuche

Abbildung 7: Verteilung der Gesamtscores der oralen Gruppe bei den

Kontrollbesuchen mit jeweiligem Mittelwert
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Tabelle 19: Gesamtscore Mittelwerte und Standardabweichungen der drei
Kontrollbesuche inkl. prozentuale Verbesserung und P-Wert (Vergl. 1. und

3. Besuch) der oralen Gruppe

Gesamtscore 1 Gesamtscore 2 Gesamtscore 3

MW 45,55 35,41 29,30

SA 30,53 34,72 16,34

Prozentuale
Verbesserung zw. 1. 36 %
und 3. Besuch

P-Wert 0,019

2.5. Global Assessment
An Tag 90 hatten in der s.c. Gruppe zwei Besitzer den Eindruck, dass ihr Hund
sich Kklinisch verschlechtert hatte. Bei allen anderen Hunden der s.c. Gruppe hatten

die Besitzer den Eindruck einer Verbesserung (siehe Tabelle 20).

An Tag 120 hatten drei Patientenbesitzer den Eindruck, dass ihr Hund sich seit
dem letzten Besuch klinisch verschlechtert hatte. Zwei Besitzer kreuzten an, dass
der Zustand ihres Hundes sich weder verbessert noch verschlechtert hatte, die
restlichen Besitzer hatten den Eindruck der Zustand ihres Hundes habe sich mehr

oder weniger gebessert (siehe Tabelle 20).

Die Angaben der Besitzer im Global Assessment Score stimmten nicht immer mit
CADESI und Juckreiz Gberein.

Der durchschnittliche Global Assessment Score betrug in der s.c. Gruppe sowohl
beim zweiten, als auch beim dritten Studienbesuch rund zwei Punkte, was einer

leichten Verbesserung entspricht (siehe Tabelle 20).
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Tabelle 20: Global Assessment Scores der Patienten der s.c. Gruppe (0 =
Verschlechterung, 1 = keine Veranderung, 2 = leichte Verbesserung, 3 =
zufriedenstellende Verbesserung, 4 = vollstandiger Riickgang der

Symptomatik), inkl. Mittelwerte

Patient Global Assessment Global Assessment
(2. Besuch) (3. Besuch)

1 2 5

2 0 3

3 > 1

4 > 3

5 3 3

6 > >

7 0 3

8 > >

9 > 5

10 3 5

11 3 5

12 3 3

13 > 1

14 3 3

15 2 5

MW 2,20 187
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In der oralen Gruppe hatte beim zweiten Studienbesuch ein Besitzer den
Eindruck, dass sein Hund sich klinisch verschlechtert hatte, vier Besitzer kreuzten
an, dass der Zustand ihres Hundes unveréandert ware und die restlichen Besitzer

hatten den Eindruck einer Verbesserung (siehe Tabelle 21).

Bei Studienende hatte je ein Besitzer in der oralen Gruppe den Eindruck, dass sein
Hund sich verschlechtert hatte bzw. dass keine Verénderung festzustellen ware.
Die restlichen acht Hunde zeigten laut ihren Besitzern eine Verbesserung (siehe
Tabelle 21).

Der durchschnittliche Global Assessment Score betrug in der oralen Gruppe beim
zweiten Besuch rund zwei Punkte (= leichte Verbesserung) und bei Studienende

rund drei Punkte (= zufriedenstellende Verbesserung) (siehe Tabelle 21).
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Tabelle 21: Global Assessment Scores der Patienten der oralen Gruppe (0 =
Verschlechterung, 1 = keine Veranderung, 2 = leichte Verbesserung, 3 =
zufriedenstellende Verbesserung, 4 = vollstandiger Riickgang der

Symptomatik), inkl. Mittelwerte

Patient Global Assessment Global Assessment
(2. Besuch) (3. Besuch)

1 1 5

2 1 5

3 2 1

4 0 )

5 5 7

6 > e

7 3 7

8 1 -

9 2 2

10 > 3

11 1 1

MW 1,91 2,70

Der Vergleich zwischen den Gruppen und innerhalb der Gruppen zwischen Tag 0
und Tag 120 mittels Kruskal Wallis Test und anschlieBendem Dunn's multiple
comparison post test ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied
(P >0,05).
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2.6. Lebensqualitat

In der s.c. Gruppe sank die im Lebensqualitats-Fragebogen erreichte Punktzahl
bei zehn Hunden. Bei vier Hunden war ein leichter Anstieg der Punktzahl zu
sehen. VVon einem Hund fehlte der Fragebogen des Endbesuches, da die Besitzer
eine komplette Seite nicht ausgefillt hatten. In der oralen Gruppe verbesserte sich
die Lebensqualitat bei drei Hunden, bei einem Hund war die Punktzahl beim
Endbesuch genauso hoch wie zu Beginn, bei den restlichen sechs Hunden stieg
die Punktzahl an. Auch in der oralen Gruppe fehlte ein Fragebogen vom
Endbesuch, da, wie bereits erwéhnt, ein Hund kurz vor Studienende verstarb. Eine
Verbesserung oder Verschlechterung der Lebensqualitat laut Fragebogen stimmte
oft nicht mit dem CADESI, Pruritus Score, Gesamtscore und Global Assessment
Score berein. Im Durchschnitt war weder in der oralen noch in der s.c. Gruppe
ein grofRer Unterschied zwischen dem zu Beginn erzielten Ergebnis und dem
Ergebnis bei Studienende festzustellen. In beiden Gruppen sank die Punktzahl im
Durchschnitt geringfligig ab, was einer leichten Verbesserung der Lebensqualitat
entspricht (siehe Tabelle 22 und Tabelle 23).

Der Vergleich zwischen den Gruppen und innerhalb der Gruppen zwischen Tag 0
und Tag 120 mittels Kruskal Wallis Test und anschlieendem Dunn's multiple
comparison post test ergab auch hier keinen statistisch signifikanten Unterschied
(P >0,05).
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Tabelle 22: Punktzahl der Lebensqualitats-Fragebtgen der einzelnen Hunde

der s.c. Gruppe (maximal erreichbare Punktzahl: 60)

Patient Lebensqualitat Lebensqualitat
(1. Besuch) (3. Besuch)

. 33 31

2 12 A

3 23 -

4 13 1

5 31 55

6 37 3

! 25 o

8 26 o

J 30 3

10 34 =

11 o =

12 o1 =

13 3 m

14 57 =

15 55 -

MW 27,5 26.0
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Tabelle 23: Punktzahl der Lebensqualitats-Fragebogen der einzelnen Hunde

der oralen Gruppe (maximal erreichbare Punktzahl: 60)

Patient

10

11

MW

Lebensqualitat

Lebensqualitét

(1. Besuch) (3. Besuch)
34 26
18 11
24 27
18 19

5 7
10 14
20 23
35 -
31 20
11 11
20 27

20,5

18,5
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3. Labordiagnostik

3.1. Antikoérpernachweis mittels ELISA
Beim Antikdrpernachweis mittels ELISA wurde Hund 7 aus der s.c. Gruppe nicht
beriicksichtigt, da er ab ca. der Halfte der Studie mit Dexamethason behandelt

wurde. Er ist deshalb in Tabelle 24 nicht mit aufgefiihrt.

Aus den Dreifachansétzen pro Patient wurde jeweils der Mittelwert errechnet.
Dadurch sollten zufallige Schwankungen, die z.B. bei Abweichungen durch
Pipettierfehler auftreten konnen, ausgeglichen werden, da sie das Ergebnis
verfalschen konnten. Wenn im weiteren Verlauf von Extinktionen einzelner
Patientenseren die Rede ist, sind damit immer die Mittelwerte der Dreifachansétze
gemeint. Bei jedem Patienten wurde die Extinktion der Serumprobe des ersten
Besuches mit der des letzten Studienbesuches verglichen. In der s.c. Gruppe sank
die Extinktion bei sieben von 14 Tieren, also bei der Hélfte der Tiere, bei zwei
Tieren kam es praktisch zu keiner Extinktionsanderung und nur bei funf Tieren
stieg die Extinktion, meist geringgradig an. In der oralen Gruppe sank die
Extinktion nur bei zwei Tieren deutlich, bei vier Tieren gab es nur sehr
geringgradige Anderungen in die eine oder andere Richtung und bei funf Tieren
kam es zu einem Extinktionsanstieg (siehe Tabelle 24 und Tabelle 25). Betrachtet
man den Mittelwert der Extinktionen aller Patienten einer Gruppe bei
Studienbeginn und -ende, so ist in der s.c. Gruppe ein leichter Abfall und in der
oralen Gruppe ein leichter Anstieg der Extinktionen zu sehen (siehe Tabelle 26
sowie Abbildung 8 und Abbildung 9).
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Tabelle 24: Extinktionen (450-595 nm) der einzelnen Patienten der s.c.

Gruppe
Extinktion Extinktion
Extinktion der Extinktion der
) der der ) )
Patient Negativkontrolle Negativkontrolle
Serumprobe  Serumprobe
von Tag O von Tag 120
von Tag O von Tag 120

1 0,18 0,073 0,155 0,037

2 0,129 0,065 0,134 0,089

3 0,258 0,179 0,077 0,061

4 0,081 0,115 0,015 0,005

5 0,121 0,068 0,022 0,05

6 0,4 0,144 0,037 0,015

8 0,124 0,125 0 0,013

9 0,422 0,517 0,092 0,065

10 0,464 0,486 0,002 0,009

11 0,291 0,461 0,019 0,012

12 0,634 0,389 0,02 0,008

13 1,047 0,862 0,013 0,011

14 0,461 0,508 0,004 0,006

15 0,526 0,637 0,012 0,022
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Tabelle 25: Extinktionen (450-595 nm) der einzelnen Patienten der oralen

Gruppe

Extinktion Extinktion

Extinktion der Extinktion der
) der der ) )
Patient Negativkontrolle Negativkontrolle
Serumprobe  Serumprobe
von Tag O von Tag 120

von Tag O von Tag 120
1 0,271 0,478 0,065 0,275
2 0,179 0,086 0,011 0,013
3 0,251 0,294 0,016 0,015
4 0,082 0,154 0 0
5 0,654 0,72 0,016 0,039
6 0,276 0,299 0,024 0,02
7 0,732 0,766 0 0,001
8 0,671 0,244 0,011 0,005
9 0,465 0,454 0,047 0,032
10 0,481 0,637 0,057 0,019
11 0,264 0,435 0,07 0,058
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Tabelle 26: Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen
Extinktionen (450-595 nm)

Extinktion  Extinktion Extinktion der Extinktion der
Gruppe aller Seren  aller Seren  Negativkontrolle  Negativkontrolle
Tag 0 Tag 120 Tag 0 Tag 120
MW s.c. 0,367 0,331 0,043 0,029
SA (s.c.) 0,262 0,254 0,051 0,027
MW oral 0,393 0,415 0,029 0,043
SA (oral) 0,219 0,225 0,026 0,079

0,4

0,35 -

0,3 -

0,25 -

HTagO

Extinktion
o
N

ETag 120

0,15 -

0,1 -

0,05 -

Probe Negativkontrolle

Abbildung 8: Mittelwerte der Extinktionen (450-595 nm) der s.c. Gruppe
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Abbildung 9: Mittelwerte der Extinktionen (450-595 nm) der oralen Gruppe

In beiden Gruppen war der Unterschied zwischen den Extinktionen des Serums
von Tag 0 und Tag 120 nicht statistisch signifikant. In der s.c. Gruppe ergab die
Auswertung mittels Wilcoxon Rangsummentest einen P-Wert von 0,3303. In der
oralen Gruppe ergab die Auswertung mittels gepaartem T-Test einen P-Wert von
0,6814. Der Unterschied zwischen den Werten der jeweiligen Negativkontrollen
und den entsprechenden Werten der Proben war hoch signifikant (Wilcoxon

Rangsummentest P < 0,0001).
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3.2. SDS-PAGE

Bei der Auftrennung des Medikamentes Virbagen® omega mittels SDS-PAGE
entstanden vier undeutliche Proteinbanden, mit einem Molekulargewicht von ca.
23-25, 30, 36-40 und 45-50 kiloDalton (kDa) (siehe Abbildung 10).

Marker IFNOmega

Abbildung 10: Mittels Coomassie-Blau angeféarbte Proteinbanden nach
Auftrennung von Virbagen® omega mittels SDS-Page
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3.3. Massenspektrometrie

Bei der ersten Proteinbande der SDS-PAGE, mit dem Molekulargewicht von
ungefahr 23 bis 25 kDa handelte es sich um felines Interferon. Die restlichen drei
Proteinbanden waren identisch, es handelte sich dabei um Kollagen ("Gelatine™)

von porciner Herkunft. Weitere Proteine konnten nicht nachgewiesen werden.
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V. DISKUSSION

In dieser randomisierten, offenen Feldstudie wurden insgesamt 26 Hunde mit AD
tber eine Dauer von vier Monaten mit rFelFN-w behandelt, um festzustellen, ob
eine Antikorperbildung gegen das Medikament stattfindet. Dafiir wurden 15
Hunde subkutan behandelt. Sie erhielten insgesamt acht Injektionen innerhalb von
vier Monaten. EIf Hunde erhielten das Medikament téglich oral. An Tag 0 und
Tag 120 wurden vendse Blutproben entnommen, aus denen Serum fur die
Antikorperbestimmung mittels ELISA gewonnen wurde. Zusétzlich wurden
klinische Parameter erhoben, um die Wirksamkeit der subkutanen Verabreichung
und der oralen Verabreichung von rFelFN-w zu vergleichen. Als Medikament und
zur Beschichtung der ELISA-Platten wurde Virbagen® omega verwendet, welches
nach Rekonstitution bzw. Verdiinnung fir maximal drei Wochen bei 4°C gelagert

wurde.

Insgesamt verbesserten sich die Hunde sowohl in der s.c. Gruppe als auch in der
oralen Gruppe klinisch, wobei nur die Verbesserung der oralen Gruppe statistisch
signifikant war. Zwischen den im ELISA gemessenen Extinktionen der
Serumproben die zu Studienbeginn und -ende gewonnen wurden, konnte kein

statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

1. Wirksamkeit der Behandlung von CAD mit rFelFN-® im

Gruppenvergleich

1.1. Patienten

Hinsichtlich einer Rassepradisposition fir CAD l&sst sich in dieser Studie
aufgrund der kleinen Gruppenzahlen und der geringen Anzahl an Hunden pro
Rasse kein Aussage treffen. Auffallig ist nur die grofle Anzahl an Golden
Retrievern im Vergleich zu den anderen Rassen. Golden Retriever gehdren zu den
Rassen, fiir die im Raum Minchen eine Rassepradisposition festgestellt werden
konnte (JAEGER et al., 2010).

70 % der Studienpatienten waren méannlich. Eine Geschlechtspréadisposition fur
CAD konnte bisher jedoch noch nicht bestétigt werden (SARIDOMICHELAKIS
et al.,, 1999; GRIFFIN & DEBOER, 2001). Im Gruppenvergleich ist die
Geschlechtsverteilung anndhernd gleich mit 67 % mannlichen Tieren in der s.c.
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Gruppe und 73 % mannlichen Tieren in der oralen Gruppe, was fir eine

erfolgreiche Randomisierung spricht.

Das durchschnittliche Alter der Patienten in den beiden Gruppen war annéhernd
gleich, mit 6,6 Jahren in der s.c. Gruppe und 6 Jahren in der oralen Gruppe. Das
Alter sollte also im Vergleich der beiden Gruppen keine Auswirkungen auf das
Ergebnis haben. Die Allergiesymptomatik begann bei 13 von 15 Hunden in der
s.c. Gruppe und bei zehn von elf Hunden in der oralen Gruppe in einem Alter
unter drei Jahren. Dies entspricht den bisherigen Erfahrungen und den Kriterien
nach FAVROT und Mitarbeitern (2010a) (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999;
GRIFFIN & DEBOER, 2001; FAVROT et al., 2010b). Bei den drei Hunden, bei
denen die Symptomatik erst spater begann, wurden die ersten Symptome evtl. von

den Besitzern nicht bemerkt, oder die Symptomatik begann tatséchlich erst spater.

In der oralen Gruppe befanden sich mit fiinf von elf Patienten mehr Hunde, die an
CAD sensu lato litten, als in der s.c. Gruppe, in der nur drei Hunde an einer
gemischten Allergie, ausgelost sowohl durch Umwelt- als auch durch
Futtermittelallergene, litten. Desweiteren war bei drei Patienten der oralen Gruppe
die genaue Art der Allergie nicht bekannt. Somit litten nur drei Hunde aus der
oralen Gruppe definitiv an einer CAD sensu stricto, wahrend in der s.c. Gruppe
zwolf Patienten an einer reinen Umweltallergie litten. Bislang wurde der Einsatz
von IFN zur Therapie von Allergien nur bei CAD sensu stricto studiert
(HASEGAWA et al., 2004; IWASAKI, 2004; IWASAKI & HASEGAWA, 2006;
CARLOTTI et al., 2009; YASUKAWA et al.,, 2010). Ob IFN auch eine
therapeutische Wirkung bei der Behandlung von CAD, die durch
Futtermittelallergene ausgeldst wurde, besitzt, ist bislang nicht bekannt. Da sich
das klinische Bild unabh&ngig von der Art der Allergene gleich prasentiert, ist zu
vermuten, dass die zugrundeliegenden Pathomechanismen dieselben sind
(OLIVRY et al., 2007a). Die Futtermittelallergie muss sich jedoch nicht als reine
CAD présentieren, es kénnen auch andere Symptome wie z.B. gastrointestinale
Symptome ausgeldst werden (OLIVRY et al., 2007a; PICCO et al., 2008). Daher
ist nicht klar, ob bei einer bestehenden Futtermittelallergie die zugrundeliegenden
Pathomechanismen immer dieselben sind, oder variieren und dadurch
unterschiedliche Symptome hervorrufen. In einer 2011 vertffentlichten Studie
wurde das Zytokinprofil in Haut mit Lasionen und l&sionenfreier Haut von

Hunden mit futtermittelinduzierter CAD bestimmt, wobei Unterschiede zwischen



92 V. Diskussion

futtermittelinduzierter CAD und umweltallergeninduzierter CAD festgestellt
wurden. Jedoch wurde auch hier eine eher Th2-dominierte Immunantwort
festgestellt. In l&sionenfreier Haut von Hunden mit Futtermittelallergie wurde
deutlich mehr IL-4 exprimiert als bei gesunden Hunden, wahrend in Haut mit
Lasionen die Expression von IFN-y zunahm (VEENHOF et al., 2011). Dies
erinnert an den Wechsel der Th2-Immunantwort zur Thl-Immunantwort in
chronischen Lasionen bei CAD sensu stricto. Es ist also nicht abwegig, dass IFN
auch bei Futtermittelallergien, die sich als CAD prasentieren, einen positiven
Effekt haben konnte. Da der Allergenkontakt bei der Futtermittelallergie
vorwiegend im Magen-Darm-Trakt stattfindet, konnte die orale IFN-Therapie, bei
der der erste Ansatzpunkt der Wirkung im lokalen lymphatischen Gewebe des
Verdauungstraktes liegt (BEILHARZ et al., 1997; EID et al., 1999), evtl. eine
erste Barriere gegen eine allergische Uberreaktion darstellen. Es ware daher
vorstellbar, dass bei Futtermittelallergien die orale IFN-Therapie sogar besser
wirkt als die subkutane IFN-Therapie. Eventuell ist dies einer der Griinde,
weshalb in der oralen Gruppe bessere Ergebnisse erzielt wurden. Dies ist jedoch
auf Grund der geringen Anzahl der Hunde Spekulation und es sind gezielte
Studien zur Untersuchung der Wirkung von IFN bei der Therapie der
futtermittelinduzierten CAD notig, um eine definitive Aussage zu treffen. Da
keiner der Hunde in dieser Studie mit bekannter Allergie-Ursache an einer rein
futtermittelinduzierten CAD litt, ist es nicht mdglich zu unterscheiden, ob das IFN
eine Verbesserung der futtermittelinduzierten oder der umweltinduzierten CAD

verursacht hat.

Insgesamt neun Hunde wurden wéhrend der Studie einer Eliminationsdiat
unterzogen, wobei im Endeffekt finf der Hunde bei der Provokation mit dem
urspriinglichen Futter eine Reaktion (vermehrten Juckreiz oder Hautrétungen)
zeigten, also an einer teilweise durch Futtermittelallergene induzierten CAD
litten. Bei diesen finf Hunden ist davon auszugehen, dass die Klinische
Verbesserung teilweise durch die Eliminationsdiat bedingt ist. Zwei dieser finf
Hunde waren in der s.c. Gruppe und zeigten bei der Provokation eine relativ
deutliche Verschlechterung. Einer dieser beiden Hunde bekam die Diat jedoch
schon seit drei Monaten vor Studienbeginn, und die Provokation wurde zwischen
zwei Besuchen durchgefuhrt. Die Didt sollte also keinen Einfluss auf die klinische

Entwicklung wahrend der Studie gehabt haben, da nach drei Monaten keine
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weitere Verbesserung durch die Diat zu erwarten ist (ROSSER, 1993). Ebenso
sollte die Provokation, da sofort wieder auf die Diat umgestellt wurde, als der
Hund vermehrten Juckreiz zeigte, keine Verschlechterung der klinischen Daten
bewirkt haben. Der andere Hund aus der s.c. Gruppe hatte die Diat bei
Studienbeginn gerade erst begonnen. Die Verbesserung des klinischen Bildes im
Verlauf der Studie ist daher bei diesem Hund teilweise auf die Eliminationsdiat
zurlckzufuhren. In der oralen Gruppe reagierten drei Hunde bei der Provokation.
Auch hier bekam ein Hund die Diat schon seit mehreren Monaten vor
Studienbeginn, sodass sie sich nicht auf die klinischen Ergebnisse ausgewirkt
haben sollte. Die beiden anderen Hunde zeigten nur eine sehr geringgradige
Reaktion bei der Provokation, sodass die durch die Diat erzielte Verbesserung
nicht stark ins Gewicht fallen sollte. Eventuell hatte bei diesen beiden Hunden die
orale IFN-Therapie auch schon eine Verbesserung der futtermittelinduzierten
Allergie bewirkt und die Verschlechterung durch die Provokation ware deutlicher
ausgefallen, wenn die Hunde kein IFN bekommen hatten. Bei einem weiteren
Hund aus der oralen Gruppe, der eine Eliminationsdiat bekam, die kurz vor
Studienbeginn gestartet wurde, fand keine Provokation mit dem urspringlichen
Futter statt, da dies von den Besitzern abgelehnt wurde. Es ist somit unklar, ob die
klinische Verbesserung durch die Diéat beeinflusst wurde. Somit hatte die
Eliminationsdidt in der s.c. Gruppe nur bei einem Hund und in der oralen Gruppe
bei zwei Hunden einen sehr geringgradigen bzw. bei einem Hund einen
ungewissen positiven Effekt auf die Entwicklung der klinischen Daten. Die
Ergebnisse des klinischen Teils der Studie waren also in beiden Gruppen
geringgradig besser, als sie es ohne Eliminationsdidten gewesen waren, die
Verfalschung sollte jedoch nicht gravierend sein und sich im Gruppenvergleich

nicht auswirken.

Sechs Patienten wurden wéhrend der Studie desensibilisiert, fiinf aus Gruppe 1
und einer aus Gruppe 2. Welchen Einfluss die Desensibilisierung auf das Ergebnis
hatte ist unklar, es gibt keine Moglichkeit herauszufinden, welche Therapie zu
einer Besserung gefliihrt hat. Da das Ziel der ASIT darin besteht, durch
regulatorische Effekte die Imbalanz im Immunsystem aufzuheben und die Th2-
dominierte Immunantwort in Richtung einer Thl-Immunantwort zu verschieben
(KEPPEL et al., 2008), wére eigentlich ein synergistischer Effekt zur IFN-

Therapie zu erwarten. In der s.c. Gruppe wurden wesentlich mehr Hunde
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desensibilisiert, daher wére bei einem positiven Therapieeffekt durch die ASIT
das Ergebnis in der s.c. Gruppe positiv verfalscht worden. Da jedoch auch nicht
alle Hunde auf eine ASIT ansprechen (NUTTALL et al., 1998; SCHNABL et al.,
2006), ist es unmoglich festzustellen, ob das Ergebnis der Studie durch die ASIT

beeinflusst wurde.

Drei Hunde litten bei Studienbeginn an einer generalisierten Pyodermie bzw.
Malasseziendermatitis. Durch Infektionen kann sich das Hautbild drastisch
verschlechtern und es kann auch infektionsbedingt zu einer Verschlimmerung des
Juckreizes kommen (SIMOU et al., 2005). Folglich kann es durch die wéhrend
der Studie durchgefiihrte Antibiotika- und Shampootherapie zu einer Reduktion
von CADESI und Juckreiz gekommen sein, die von der IFN-Therapie unabhangig
war. Zwei der drei Hunde waren in der s.c. Gruppe (dies entspricht 13 % der
Studienteilnehmer), einer in der oralen Gruppe (dies entspricht 9 % der
Studienteilnehmer). Demzufolge dirfte der Einfluss der Pyodermie bzw.
Antibiotikatherapie im Gruppenvergleich keine grolRe Rolle gespielt haben. Ein
deutlicher Unterschied war jedoch beim Endbesuch zu verzeichnen. Hier litten
insgesamt drei Hunde an einer generalisierten Pyodermie, die mit Antibiotika
behandelt werden musste. Alle drei Hunde waren in der s.c. Gruppe, in der oralen
Gruppe litt bei Studienende kein Hund an einer generalisierten Pyodermie. Einer
der drei Hunde hatte schon zu Beginn eine Pyodermie, die wesentlich
ausgepragter war als bei Studienende, wodurch sich auch die Verbesserungen von
CADESI und Juckreiz bei diesem Hund trotz Pyodermie erkléren lassen. Die
beiden anderen Hunde zeigten an Tag 120 eine Verschlechterung im Gesamtscore
im Vergleich zum ersten Besuch. Dieses Neuauftreten bzw. Persistieren der
Pyodermien spricht fiir ein schlechteres Ansprechen auf die IFN-Therapie in der

s.c. Gruppe.

Fir einen schlechteren Therapieerfolg in der s.c. Gruppe spricht auch die
Tatsache, dass ein Hund wegen starker Symptomverschlimmerung ab ca. der
Halfte der Studie mit Dexamethason behandelt werden musste, wéhrend das
Prednisolon bei dem Hund in der oralen Gruppe, der dauerhaft schon vor
Studienbeginn mit niedrig dosiertem Prednisolon behandelt werden musste, im
Studienverlauf sogar um die Halfte reduziert werden konnte, was durch eine

Reduktion des Medication Scores in den Gesamtscore einflieRt.
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1.2. Klinische Daten

Der geringere CADESI-Mittelwert in der oralen Gruppe an Tag 0 (26 Punkte) im
Vergleich zur s.c. Gruppe (42 Punkte), wenn auch nicht statistisch signifikant,
konnte bedeuten, dass in der oralen Gruppe geringfiigig mildere Allergiker
vertreten waren. Der Unterschied bleibt auch bei der Betrachtung der Mediane
bestehen, mit 31 Punkten in der s.c. Gruppe und 18 Punkten in der oralen Gruppe.
Die Verbesserung des CADESI an Tag 120 im Vergleich zu Tag 0 war nur in der
oralen Gruppe signifikant, was fur ein besseres Ansprechen auf die Therapie in

der oralen Gruppe spricht.

Pruritus und Medication Score waren zu Studienbeginn anndhernd gleich. Auch
beim Endbesuch war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen nicht sehr
grol3, jedoch mit einer geringgradig besseren Tendenz in der oralen Gruppe im
Vergleich zur s.c. Gruppe. In beiden Gruppen kam es beim Endbesuch zu einem
leichten Anstieg des Medication Scores, wahrend der Pruritus Score in beiden
Gruppen sank. Es fiel auf, dass eine Verbesserung des CADESI nicht immer auch
mit einem verbesserten Juckreiz einherging und umgekehrt. Dies kdnnte daran
liegen, dass der Juckreiz in der Regel schneller auf Anderungen der allergischen
Reaktion reagieren kann, wéhrend die L&sionen, insbesondere Alopezie,
Lichenifikation und Exkoriationen, langer brauchen, um sich zu erholen bzw. sich

das Hautbild erst sekundéar nach verschlimmertem Juckreiz verschlechtert.

Die Ergebnisse der Global Assessment Scores stimmten nicht immer mit den
Gesamtscores Uberein. So zeigte der Gesamtscore bei manchen Patienten eine
Verschlechterung, die Besitzer gaben jedoch trotzdem eine Verbesserung des
Gesamtzustandes an oder umgekehrt. In den meisten Fallen von Diskrepanzen
zwischen Gesamtscore und Global Assessment Score lag eine Ubereinstimmung
mit dem Pruritus Score oder dem CADESI, manchmal auch mit der Entwicklung
des Medication Scores vor. Diese Beobachtung kdnnte damit erklart werden, dass
flir verschiedene Besitzer und Hunde verschiedene Symptome starker ins Gewicht
fallen. So kdnnten manche Besitzer den Juckreiz als das gravierendste Symptom
ansehen, wéhrend andere, deren Hund evtl. schwierig bei der
Medikamenteneingabe  ist, eine  vermehrte = Medikamentengabe  als
Verschlechterung ansehen. In den meisten Féllen stimmte die Einschatzung durch
die Besitzer beim Endbesuch jedoch mit dem Gesamtscore (berein. Die

subjektive Einschédtzung durch die Besitzer ist genauso wichtig wie eine objektive
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Beurteilung des Krankheitsbildes, da die Besitzer die Therapie durchfiihren und
bezahlen missen und daher nur bei positiver Einschatzung des Gesamtzustands
ihres Hundes die Therapie fortgesetzt wird. Daher ist es sinnvoll, sowohl
objektive als auch subjektive Kriterien zu erfassen, und beide zu berlcksichtigen.
In der s.c. Gruppe betrug der Mittelwert der Global Assessment Scores sowohl
beim zweiten als auch beim dritten Besuch rund zwei Punkte, was einer leichten
Verbesserung entspricht. Diese Ergebnisse stimmen mit den Gesamtscores
uberein, die im Mittel vom ersten Besuch bis zum Studienendbesuch absanken. In
der oralen Gruppe betrug der Mittelwert beim zweiten Besuch ebenfalls rund zwei
Punkte, beim Endbesuch lag er mit rund drei Punkten, was einer
zufriedenstellenden Verbesserung entspricht, tber dem der s.c. Gruppe. Auch dies
stimmt mit den Gesamtscores Uberein. Sowohl der Gesamtscore als objektives
Kriterium als auch der Global Assessment Score als subjektives Kriterium,

sprechen flr eine bessere Wirksamkeit der IFN-Therapie in der oralen Gruppe.

Auch bei dem Fragebogen zur Lebensqualitat des Hundes handelt es sich um eine
subjektive Einschédtzung durch den Besitzer. Interessanterweise kam es hier zu
weitaus grofieren Abweichungen der Ergebnisse als bei den Global Assessment
Scores. FAVROT und Mitarbeiter (2010b) entwickelten diesen Fragebogen aus
Fragen, die von Besitzern und Tierérzten als relevant angesehen wurden und
bestatigten eine signifikante Korrelation zwischen den zwei ersten Fragen des
Fragebogens, bei denen es sich um Fragen zur generellen Einschéatzung der
Lebensqualitat handelt, und dem CADESI (FAVROT et al., 2010a). Folglich
sollte eine Verbesserung der klinischen Daten mit einer Verbesserung der
Lebensqualitat laut Fragebogen einhergehen. Laut Fragebtgen kam es jedoch bei
sieben Hunden der oralen Gruppe zu einer Verschlechterung bzw. keiner
Anderung der Lebensqualitat, obwohl sich der CADESI und der Global
Assessment Score bei finf dieser Hunde verbesserte, und der Gesamtscore sogar
bei sechs dieser Hunde eine Verbesserung zeigte. Nur einer der Hunde hatte sich
auch laut aller anderen Parameter verschlechtert. In der s.c. Gruppe gab es
ebenfalls Diskrepanzen, auch wenn diese im Mittel nicht so gravierend waren.
Hier verbesserte sich laut Fragebogen die Lebensqualitdat von zehn Hunden,
wéhrend sie sich bei vier verschlechterte, was ungefahr mit der Entwicklung der
Gesamtscores in dieser Gruppe Ubereinstimmt. Leider handelte es sich dabei nicht

um dieselben Hunde. Drei der Hunde in der s.c. Gruppe, die sich laut Fragebogen
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verschlechterten, verbesserten sich in allen anderen Parametern. Betrachtet man
die Mittelwerte, so waren die Anderungen der Lebensqualitat im Studienverlauf
insgesamt eher gering. Die grél3eren Diskrepanzen in der oralen Gruppe kénnen
evtl. dadurch erklart werden, dass hier geringfligig mildere Allergiker vertreten
waren, bei denen sich die Krankheitssymptome nicht so stark auf die
Lebensqualitat auswirken. Es wére moglich, dass nur bei schwereren Allergikern
eine Korrelation zwischen den klinischen Daten und den Ergebnissen der
Lebensqualitats-Fragebdgen zu erzielen ist. Ob die Beurteilung der Wirksamkeit
eines Medikamentes mittels Lebensqualitats-Fragebdgen geschehen sollte, bleibt
abzuwarten und in weiteren Studien zu klaren. Wenn man davon ausgeht, dass die
Krankheitssymptomatik einen Einfluss auf die Lebensqualitdt hat und die
Entwicklung der Krankheitssymptomatik subjektiv durch die Besitzer mittels
Global Assessment Score beurteilt wird, so sollte die Entwicklung des Global
Assessment Scores mit der der Lebensqualitat Gbereinstimmen. Dies ist hier oft
nicht der Fall, der Global Assessment Score stimmt aber insgesamt besser mit den
restlichen Beurteilungskriterien (wie z.B. CADESI, Pruritus Score, Gesamtscore)
uberein. Ausgehend von diesen Ergebnissen scheint der Global Assessment Score

das sinnvollere Beurteilungssystem zu sein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl alle erfassten Parameter wie
CADESI, Pruritus Score, Gesamtscore und Global Assessment Score (abgesehen
vom Ergebnis der Lebensqualitats-Fragebdgen) als auch die Entwicklung von
Pyodermien und begleitenden Therapeutika fir eine bessere Effektivitat der
rFelFN-o-Behandlung in der oralen Gruppe sprechen. Unterschiede im
Gruppenaufbau, die die Wirksamkeit der IFN-Therapie beeinflusst haben kdnnten,
sind zum einen die Tatsache, dass in der oralen Gruppe mehr Mischallergiker
vertreten waren, und zum anderen die Vermutung, dass in der oralen Gruppe

geringfugig mildere Allergiker vertreten waren.

1.3. Wirksamkeit der subkutanen Behandlung von CAD mit rFelFN-®

In Gruppe 1 verbesserte sich der Gesamtscore der Patienten im Durchschnitt um
21 %, der CADESI um 36 % und der Pruritus Score um 24 %. Der Gesamtscore
stellt das objektivere Ergebnis dar, da klinische Verbesserungen aufgrund von
begleitenden Therapien relativiert werden. Insgesamt betrachtet, hatte das
rFelFN-o in der s.c. Gruppe also eine eher geringe Effektivitat. Bis zum Tag 120

hatten sich sowohl CADESI als auch Pruritus Score bei funf Patienten um > 50 %
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verbessert. Dies entspricht 33 % der Studienteilnehmer. Im Gegensatz dazu kam
es in der Studie von CARLOTTI und Mitarbeitern (2009) bis Tag 120 bei 50 %
der Studienteilnehmer zu einer Verbesserung des Juckreizes von > 50 % und bei
61 % zu einer Verbesserung des CADESI um > 50 % (CARLOTTI et al., 2009).
Bei Studienende hatte sich keiner der erhobenen Parameter der hier vorliegenden
Studie signifikant verbessert, wéhrend sich in der Studie von CARLOTTI und
Mitarbeitern sowohl Pruritus als auch CADESI hochsignifikant (P < 0,0001)
verbesserten (CARLOTTI et al., 2009). Wie ist dieser bedeutende Unterschied in
der Wirksamkeit des Virbagen® omega in diesen beiden fast gleich aufgebauten

Studien zu erklaren?

In CARLOTTI's Studie wurden insgesamt 18 Hunde mit Virbagen® omega
behandelt, wobei die Dosis und das Intervall der Medikamentenverabreichung
exakt mit der hier vorliegenden Studie tibereinstimmten. Ihr mittleres Alter betrug
5,4 Jahre. Der mittlere CADESI betrug bei Studienbeginn 161 Punkte, der mittlere
Pruritus Score 26. Es handelte sich bei den Studienteilnehmern um rein
umweltallergische Hunde, die vor Studienbeginn eine Eliminationsdiat
absolvieren mussten. Alle begleitenden Medikamente wurden vor Studienbeginn
abgesetzt. Bei Studienbeginn vorliegende Hautinfektionen mit Bakterien oder
Hefepilzen wurden vollstdndig behandelt, bevor der Hund in die Studie
eingeschlossen werden konnte. Wahrend der Dauer der Studie war lediglich bei
neu entstandenen Pyodermien die orale Verabreichung eines Antibiotikums sowie
die Verwendung eines chlorhexidinhaltigen Shampoos erlaubt. Vor Tag 90
durften die Hunde jedoch bei einem Juckreiz-Schub Uber bis zu sieben Tage
Prednisolon in einer Dosierung von 1 mg/kg KGW sid erhalten, was bei sieben
Hunden (39 %) geschah, wobei nicht genauer spezifiziert wurde, wie schlimm der
Juckreiz-Schub sein musste, um eine Prednisolon-Gabe zu rechtfertigen. Hunde
wurden aus der Studie ausgeschlossen, wenn sie z.B. schlimme
Malassezieninfektionen hatten, die nicht allein mit Shampoo in den Griff zu
bekommen waren oder wenn sie Otitiden entwickelten, die nicht mit EpiOtic-
Ohrreiniger allein behandelt werden konnten. Am Tag des Studienausschlusses
wurden die klinischen Parameter erhoben und fir die Auswertung zu spéteren
Zeitpunkten weiterverwendet (CARLOTTI et al., 2009).

In der hier vorliegenden Studie lag das mittlere Alter mit 6,6 Jahren nur knapp
uber dem mittleren Alter bei CARLOTTI's Studie. Der mittlere CADESI lag bei
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Studienbeginn mit rund 42 Punkten deutlich unter dem von CARLOTTI und
Mitarbeitern. Der Pruritus Score lasst sich zwischen den beiden Studien leider
nicht vergleichen, da zwei unterschiedliche Juckreizskalen verwendet wurden. Bei
Studienbeginn zeigten zwei Hunde eine generalisierte Hautinfektion, die
entsprechend mit Antibiotika- und/oder Shampootherapie behandelt wurde. Wie
bereits erwahnt, kann es dadurch zu einer vermeintlich groBeren klinischen
Verbesserung gekommen sein, als allein durch IFN erzielt worden ware.
Aullerdem bekamen finf Hunde wéhrend der Dauer der Studie weiterhin eine
bereits begonnene Eliminationsdiat, wovon ein Patient, der die Diat erst kurz vor
Studienbeginn angefangen hatte und der im Endeffekt an einer gemischten
Umwelt- und Futtermittelallergie litt, profitierte. Hier fiihrte nicht allein
Virbagen® omega, sondern auch die Futterumstellung zu einer klinischen
Verbesserung. Insgesamt fiinf Patienten wurden zusétzlich desensibilisiert.
Inwieweit dies zu einer von rFelFN-o unabhédngigen klinischen Verbesserung

flihrte und ob diese zwei Therapien sich gegenseitig beeinflussen, ist unbekannt.

All diese Umstande sollten eigentlich zu einer gréReren Verbesserung fuhren als
eine Monotherapie mit rFelFN-o, wenn man nur CADESI und Pruritus Score
alleine betrachtet, dennoch war die Verbesserung in dieser Studie bei weitem
nicht so deutlich wie bei CARLOTTI und Mitarbeitern (2009).

Die Verabreichung von systemisch wirksamen Cortisonpraparaten war wéhrend
der Dauer dieser Studie nicht erlaubt, und musste nur bei einem Hund aus
ethischen Grunden aufgrund von extremem Juckreiz kurz nach dem zweiten
Studienbesuch begonnen werden. Lediglich die topische Applikation von
cortisonhaltigen Cremes und Sprays war in dieser Studie erlaubt. Glukokortikoide
sind neben Cyclosporin die wirksamsten Medikamente zur Behandlung der CAD
(OLIVRY et al., 2010a), da sie den Juckreiz und die Entzlindungsreaktion der
Haut stark einddmmen und somit sekundér auch zu einer deutlichen Verbesserung
des Hautbildes fiihren. Eine systemische Verabreichung von Prednisolon in der
entztindungshemmenden Dosierung von 1 mg/kg KGW sid kann somit zu einer
deutlichen Reduktion der Punktzahlen sowohl von CADESI als auch von Pruritus
Score fuhren, wobei die systemische Verabreichung im Gegensatz zur lokalen zu
hoheren Wirkspiegeln und einer generalisierten Wirkung fuhrt. Somit konnte die
Tatsache, dass in der hier vorliegenden Studie nur ein Hund von 15 (7 %), in der
Studie von CARLOTTI und Mitarbeitern aber sieben von 18 Hunden (39 %)



100 V. Diskussion

wahrend der Studie mit systemischen Glukokortikoiden behandelt wurden, zu der
scheinbar besseren Effektivitait von Virbagen® omega in der Studie von
CARLOTTI und Mitarbeitern beigetragen haben.

Auch fand in der hier vorliegenden Studie kein Studienausschluss aufgrund von
schlimmen Otitiden oder dergleichen statt, sodass eine durch Otitis bedingte
Verschlechterung des Juckreizes mit in die Auswertung einging.

In dieser Studie litten drei Patienten an einer gemischten Allergie, die sowohl
gegen Umweltallergene als auch gegen Futtermittelallergene gerichtet war. Wie
bereits erwahnt, wurde die Wirkung von IFN auf futtermittelinduzierte CAD noch

nicht in Studien erforscht.

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Studien besteht in der Art der
Lagerung des rekonstituierten Virbagen® omega. Wahrend das Medikament in der
Studie von CARLOTTI und Mitarbeitern (2009) direkt nach Rekonstitution
portioniert und eingefroren wurde, wurde das Medikament in der hier
vorliegenden Studie nach Rekonstitution bis zu maximal drei Wochen bei 4°C
aufbewahrt. Laut Angaben der Firma Virbac Tierarzneimittel GmbH, Bad
Oldesloe, Deutschland, ist die Stabilitdt des Medikamentes sowohl bei 4°C (ber
3 -4 Wochen als auch nach Einfrieren Uber einen langeren Zeitraum konstant,
was in unverdffentlichten Studien bestatigt wurde. Somit sollte die
unterschiedliche Lagerung keinen Einfluss auf die Aktivitat und Wirkung des IFN
haben, es wurden jedoch in der hier vorliegenden Studie keine Untersuchungen
durchgefuhrt, inwiefern nach drei Wochen tatséchlich noch dieselbe Menge an

aktivem IFN in dem Medikament enthalten war.

Da dies erst die zweite Studie ist, die sich mit der Behandlung der CAD mittels
rFelFN-o in dieser Dosierung und diesem Dosierungsintervall beschiftigt, ist es
gut maoglich, dass das Ergebnis von CARLOTTI und Mitarbeitern (oder unser
Ergebnis hier) nicht den realen Gegebenheiten entspricht, sondern auf Zufall

zuruckzufihren ist.

Interessanterweise gibt es zwischen den verschiedenen Studien in der
Humanmedizin, die sich mit der Therapie der AD mittels Typ | IFN beschéftigen,
ebenfalls groRBe Schwankungen zwischen den Ergebnissen (MACKIE, 1990;
KIMATA et al.,, 1995; NOH & LEE, 2001). Wéhrend in manchen Studien gute

Erfolge erzielt werden konnten, war die Behandlung in anderen Studien so gut
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wie wirkungslos. Griinde fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten, wie im
Literaturteil bereits erwahnt, das unterschiedliche Alter der Patienten, die Art der
Auspragung der Allergie, Art und Dosierung des IFN und unterschiedliche
immunologische Ausgangslagen z.B. aufgrund anderer zusatzlicher Erkrankungen

sein.

Es ist z.B. auch bekannt, dass das Vorhandensein unterschiedlicher Zytokine bei
der Bindung des IFN an seinen Rezeptor die resultierende Reaktion der Zelle
beeinflussen kann (VAN BOXEL-DEZAIRE et al., 2006; BORDEN et al., 2007).
Inwiefern die immunologische Ausgangslage zwischen den individuellen Hunden
variiert lasst sich jedoch nicht bestimmen. So kdnnen subklinische Infektionen
oder begleitende Erkrankungen die Ausgangslage im Immunsystem andern und
somit eventuell zu einer verdnderten Reaktion auf IFN fuhren. Bei einem der
Patienten wurde einige Zeit nach Studienende ein metastasierendes
Adenokarzinom der Prostata diagnostiziert. Der Gesamtscore dieses Patienten
hatte sich bis zum Studienende verschlechtert. Ob die Neoplasie die
Zytokinexpression und somit die Ausgangslage des Immunsystems so veranderte,

dass das injizierte IFN nicht mehr wirken konnte, ist ungeklart.

Betrachtet man die fiinf Hunde, deren Gesamtscore beim Endbesuch genauso
hoch oder héher war als beim Erstbesuch, die also nicht auf die IFN-Therapie
ansprachen, so fallt auf, dass das mittlere Alter mit rund 9,2 Jahren deutlich (ber
dem Durchschnitt der Hunde liegt, die sich verbessert hatten (rund 5,3 Jahre).
Dieser Unterschied war bei der Auswertung mittels ungepaartem T-Test in der s.c.
Gruppe statistisch signifikant (P = 0,0299). Dies konnte ein Hinweis darauf sein,
dass jungere Hunde, die meist auch noch nicht so lange an CAD leiden, besser auf
eine Therapie mit IFN ansprechen, als &ltere Tiere. Das konnte bedeuten, dass die
Chronizitat der Erkrankung eine Rolle spielt, da Hunde, die langer an CAD
leiden, dazu neigen, mehr chronische L&sionen auszubilden. Da, wie im
Pathogeneseteil der Literaturiibersicht beschrieben, in chronischen Ldasionen
wahrscheinlich ein Wechsel von einer Th2-dominierten Immunantwort zu einer
Thl-dominierten stattfindet, ist es moglich, dass IFN in chronischen L&sionen
nicht mehr gut wirken kann, da der postulierte Wirkungsmechanismus der einer

Verschiebung der Th2- in Richtung einer Th1-Immunantwort ist.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Effektivitat von subkutan verabreichtem
rFelFN-o in dieser Studie nicht mit der in der Studie von CARLOTTI und
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Mitarbeitern (2009) erzielten bereinstimmt. Dies deckt sich jedoch mit den
unterschiedlichen Ergebnissen, die in der Humanmedizin bei der Therapie der AD
mit Typ | IFN erzielt wurden. Um weitere Einblicke zu erhalten, welche
Mechanismen diesen unterschiedlichen Erfolgen zugrunde liegen und um die
tatsachliche Effektivitat der subkutanen Behandlung der CAD mit rFelFN-o zu
bestimmen, sind weitere Studien nétig, die groRere Fallzahlen untersuchen und

doppelt-verblindet sind.

1.4, Wirksamkeit der oralen Behandlung von CAD mit rFelFN-o

In Gruppe 2 verbesserte sich der Gesamtscore im Durchschnitt um 36 %, der
CADESI um 61 % und der Juckreiz um 34 %. Sowohl die Verbesserung des
CADESI als auch die Verbesserung des Gesamtscores ist statistisch signifikant
mit einem P-Wert von 0,0414 bzw. 0,019. Auch in der oralen Gruppe verbesserten
sich CADESI und Juckreiz bei je fiinf Patienten um > 50 %, da in der oralen
Gruppe jedoch nur elf Patienten waren, entspricht dies 45 % der Hunde, also fast
der Halfte. Da sich in Gruppe 2 nur ein Hund verschlechterte, ist eine statistische
Auswertung des Alters der Patienten, die sich verbesserten bzw. verschlechterten,

nicht sinnvoll.

Zur oralen Behandlung der CAD liegen noch keine Berichte in der Literatur vor,
somit gibt es keine Vergleichswerte. Das Ergebnis dieser Pilotdaten ist jedoch
sehr vielversprechend. Warum die orale IFN-Therapie hier eine groRere
Wirksamkeit aufweist als die subkutane, ist noch ungeklart. Zwei Theorien
wurden bereits angesprochen, namlich die, dass in der oralen Gruppe mildere
Allergiker vertreten waren, bei denen die IFN-Therapie evtl. besser wirkt, und die,
dass in der oralen Gruppe mehr Hunde mit gemischter, sowohl durch
Umweltallergene als auch durch Futtermittelallergene ausgeléster CAD waren,

bei denen die orale IFN-Therapie evtl. einen besseren Effekt hat.

In der oralen Gruppe wurde im Gegensatz zur s.c. Gruppe das IFN téglich
verabreicht. Diese hohere Frequenz konnte ebenfalls flr die bessere Wirksamkeit
mit verantwortlich sein. Die Dosis und das Intervall der Verabreichung, mit denen
die besten Wirkungen erzielt werden konnen, sollten sowohl in der oralen als auch

in der s.c. Gruppe durch weitere Studien ermittelt werden.

Es besteht die Maoglichkeit, dass die orale IFN-Therapie der subkutanen IFN-
Therapie aufgrund des unterschiedlichen Wirkungsmechanismus bei der
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Behandlung der CAD (berlegen ist. Es wurde bereits beschrieben, dass
(markiertes) IFN nach oraler Verabreichung nicht im Blutkreislauf nachgewiesen
werden konnte (WILLS et al., 1984; GIBSON et al., 1985; EID et al., 1999), wohl
aber ein Anstieg der 2'5'-Oligoadenylat Synthetase, einem Enzym, das speziell
durch IFN induziert wird (SATOH et al.,, 1999; NAKAJIMA & SOKAWA,
2002). Dadurch ist die Wirkungsweise des oral verabreichten IFN definitiv eine
andere als die des subkutan oder intravends verabreichten IFN, das im
Organismus  selbst wirken kann. Wahrscheinlich wirkt orales IFN
immunmodulierend durch den sogenannten "Priming-Effekt"”, indem es Zellen des
lokalen lymphatischen Gewebes dazu anregt, selbst Enzyme und IFN zu
produzieren, welche entsprechend systemische Wirkungen ausiiben kodnnen
(ISAACS et al., 1958; LOCKART, 1963; TOMPKINS, 1999). Evtl. Uberwiegt
nach oraler Verabreichung also der immunmodulatorische Effekt
(SCHELLEKENS et al.,, 2001; HARTMANN, 2005), im Gegensatz zu den
sowohl immunmodulatorischen als auch antiproliferativen und antiviralen
Effekten nach subkutaner Verabreichung. In verschiedenen Studien wurden zwar
nach oraler Verabreichung bei entsprechenden Krankheiten auch sowohl
immunmodulierende als auch antivirale und antitumorale Wirkungen
nachgewiesen, es scheint jedoch so, dass die antivirale und antitumorale Wirkung
nach oraler IFN-Therapie durch eine Immunmodulation erreicht wird, da die Zeit,
die bis zum Eintreten der antiviralen Wirkung nach oraler Verabreichung vergeht,
deutlich langer ist als nach subkutaner Verabreichung (SCHELLEKENS et al.,
2001). Interessanterweise entspricht die Dosis IFN, die bei oraler IFN-Therapie
die beste Wirkung erzielt, ungefahr der Konzentration an IFN, wie sie auch bei
Menschen und Tieren, die an respiratorischen Erkrankungen litten, in der Nasen-,
Maul- und Rachenschleimhaut nachgewiesen werden konnte (TODD et al., 1972;
DOUGLAS & BETTS, 1974; MCINTOSH, 1978; SAVAN et al., 1979;
CUMMINS et al., 1999). Zusammengefasst konnte dies also bedeuten, dass durch
die orale IFN-Therapie eine "physiologischere” Immunantwort stattfindet als
durch die parenterale IFN-Therapie, und es somit bei der Behandlung der CAD zu
einem gezielteren immunmodulatorischem Effekt kommt, wodurch sich die
bessere Wirksamkeit der oralen IFN-Therapie erklaren lasst (CUMMINS et al.,
1999).

Insgesamt l&sst sich also sagen, dass die bessere Wirkung der oralen IFN-Therapie
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der CAD in dieser Studie eventuell durch die Patienten selbst bedingt ist, da z.B.
in der oralen Gruppe mehr Mischallergiker waren, die insgesamt an einer
milderen Allergie zu leiden schienen, oder durch das Dosierungsintervall, oder
aber auf einer anderen Wirkungsweise des oral verabreichten IFN im Gegensatz
zu parenteral verabreichtem IFN basiert. Auch hier sind fir ein besseres
Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen und auch zur Bestatigung der
Ergebnisse weitere Studien notig.

2. Bildung von Antikdrpern gegen rFelFN-® bei Hunden
mit CAD

Um zu Uberprifen, ob die Hunde im Verlauf der Studie AntikOrper gegen
rFelFN-o entwickelten, wurde ein indirekter ELISA durchgefiihrt. Da das in
dieser Studie verwendete Verabreichungsintervall von Virbagen® omega entfernt
an ein Impfschema erinnert, bei dem initial Immunglobulin M (IgM),
anschlieRend an die akute Phase jedoch nach ca. drei Wochen Immunglobulin G
(1gG) gebildet wird, welches lange erhalten bleibt und auch zur Uberpriifung einer
erfolgreichen Impfung gemessen wird, wurde als Zweitantikdrper in diesem
ELISA ein polyklonaler Antikdrper, der gegen canines 1gG gerichtet ist,
verwendet. Auch in vorangegangenen Studien, in denen Tiere subkutan mit
speziesfremdem IFN behandelt wurden, wurden anti-IFN-Antikorper der Klasse
IgG nachgewiesen (ZEIDNER et al., 1990; CAVE et al., 2004).

Es handelte sich bei dem hier durchgefiihrten ELISA um einen rein qualitativen
Nachweis, eine quantitative Titer-Bestimmung war aufgrund des Fehlens eines
kommerziell erwerblichen Antikdrpers gegen rFelFN-o nicht moglich. Auch hétte
ein positiver Antikdrpernachweis noch keinen Aufschluss dariiber gegeben, ob es
sich tatsachlich um neutralisierende Antikorper handelt, die rFelFN-o unwirksam

machen. Dies héatte durch weitere Labordiagnostik nachgewiesen werden missen.

Vor der Behandlung der Hunde mit Virbagen® omega im Rahmen der Studie war
keiner der Hunde mit Virbagen® omega behandelt worden, sodass theoretisch
keine Antikorper gegen dieses Medikament vorhanden sein konnten. Es wurde
also angenommen, dass die erste Serumprobe negativ sein wirde, d.h., dass keine
oder nur eine sehr niedrige Extinktion gemessen werden wiirde. Bei einer Bildung
von Antikorpern gegen rFelFN-o wihrend der Studie, ware mit einer hoheren

Extinktion in der zweiten, bei Studienende entnommenen, Serumprobe zu
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rechnen, wahrend bei ausbleibender Antikérperbildung die Extinktion der zweiten

Serumprobe der der ersten Serumprobe entsprechen wiirde.

In der oralen Gruppe wurde nicht mit der Bildung von Antikorpern gerechnet, da
in friiheren Studien, wie bereits erwéhnt, nach oraler IFN-Verabreichung kein IFN
im Blutkreislauf nachzuweisen war, da IFN als Protein verdaut wird (CANTELL
& PYHALA, 1973; WILLS et al., 1984; GIBSON et al., 1985; EID et al., 1999).
Folglich ist kein Antigen im Organismus prasent, gegen das eine
Antikdrperbildung stattfinden kdnnte. Auch in der Literatur wurde bislang noch
nicht wvon einer Antikorperbildung nach oraler Verabreichung von
speziesfremdem IFN berichtet (BEILHARZ et al., 1997; EID et al., 1999;
GILGER et al.,, 1999; SATOH et al., 1999; TOVEY & MAURY, 1999;
NAKAJIMA & SOKAWA, 2002; HARTMANN, 2005). Zuséatzlich sind die
Mengen, die oral verabreicht wurden, so gering (Virbagen® omega wurde fiir die
orale Verabreichung 1/2000 verdunnt), dass es unwahrscheinlich ist, dass hier
eine ausreichende Menge Protein enthalten war, um eine Antikérperbildung zu
induzieren. Im Gegensatz dazu wurde in der s.c. Gruppe aufgrund der bisherigen
Erfahrungen, die in der Literatur zu finden sind, mit einer Antikdrperbildung
gerechnet (ZEIDNER et al., 1990; CAVE et al., 2004).

Bei der Auswertung des ELISA fiel als erstes auf, dass bereits in den ersten
Serumproben, die an Tag 0 entnommen wurden, bei allen Hunden eine signifikant
hohere Extinktion gemessen wurde als in der Negativkontrolle. Dies bedeutet,
dass der enzymmarkierte Zweitantikorper, der gegen canines IgG gerichtet ist,
gebunden hat, wobei unklar ist, woran, da wie bereits erwdhnt in der ersten
Serumprobe noch keine Antikorper enthalten sein dirften. In der Negativkontrolle
wurden jedoch, wie erwartet, mit nur drei Ausnahmen sehr niedrige Extinktionen
gemessen, was fiir eine erfolgreiche Blockierung spricht. Es ware aber trotz
erfolgreicher Blockierung moglich, dass BSA fiir diesen speziellen ELISA mit
Virbagen® omega als Antigen, als Blockierer nicht geeignet ist. Um einen
geeigneten Blockierer fur diesen ELISA zu eruieren, wurde vor Studienbeginn ein
Testlauf durchgefuhrt, in dem 0,5 % Gelatine in PBS als Blockierer mit 3 % BSA
in PBS verglichen wurde. Hier zeigte die Blockierung mit 3 % BSA in PBS
deutlich weniger Hintergrund-"Rauschen™ als 0,5 % Gelatine in PBS. Ob bessere
Ergebnisse mit einem dritten, z.B. Casein-basierenden Blockierer erzielt werden

kdnnten, wurde nicht getestet.
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Eine weitere mogliche Ursache fiir die hohen gemessenen Extinktionen schon in
der ersten Serumprobe konnte der Umstand sein, dass, in Ermangelung von
rFelFN-o in reiner Form, das Medikament Virbagen® omega als Antigen zur
Beschichtung der ELISA-Platten verwendet wurde. Das Lyophilisat von
Virbagen® omega enthalt laut Packungsbeilage neben rFelFN-o Gelatine von
porciner Herkunft. Dies wurde durch die Auftrennung der in dem Medikament
enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE und anschlieRende Proteinidentifizierung
mittels Massenspektrometrie bestatigt. Andere Proteine konnten nicht
nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass es beim Menschen zu einer Bildung
von Antikérpern der Klassen IgE und 1gG gegen in Impfstoffen enthaltene
Gelatine kommen kann (MIYAZAWA et al., 1999). Da im Lyophilisat mancher
Impfstoffe fir Hunde ebenfalls Gelatine enthalten ist, konnte der unterschiedliche
Ausgangswert der Extinktionen der Hunde evtl. durch das Vorliegen praformierter
anti-Gelatine-Antikorper bedingt sein, die sich nach vorangegangenen Impfungen
gebildet haben. Ebenso denkbar ist, dass die im Virbagen® omega enthaltene
Gelatine oder auch das rFelFN-w selbst zu Kreuzreaktionen und unspezifischen
Bindungen mit Serumbestandteilen und Antikdrpern bzw. dem verwendeten
Zweitantikorper gefuhrt haben, was die hohe Extinktion erklaren wiirde.
Kreuzreaktionen und unspezifische Bindungen sind ein bekanntes Phdnomen bei
ELISAs, die die Auswertung teilweise ziemlich erschweren konnen
(MICHALSKI et al., 1996; WICHMANN et al., 2006; VAN VUREN &
PAWESKA, 2010; REIDY et al., 2011).

Die Durchfiihrung eines "Sandwich"-ELISA, durch den das Problem der im
Virbagen® omega zusétzlich enthaltenen Gelatine gelost waére, war in

Ermangelung eines Antikdrpers gegen rFelFN-m nicht moglich.

Beim Vergleich der Extinktionen aller Serumproben von Tag 0 mit allen
Serumproben von Tag 120 war in beiden Gruppen kein statistisch signifikanter
Unterschied festzustellen. Dies spricht dagegen, dass sich im Studienverlauf
Antikorper gegen rFelFN-o oder einen anderen Bestandteil von Virbagen® omega
gebildet haben, da dies zu einem signifikanten Anstieg der Extinktion hatte fihren

mussen.

Aufgrund der eingeschrankten Mdoglichkeiten (kein rFelFN-o in Reinform und
kein anti-rFelFN-w-Antikorper) war der Aufbau des hier verwendeten ELISAS
nicht optimal. Das insgesamt hohe Hintergrund-"Rauschen™ in diesem ELISA (die
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hohen Extinktionen schon in der ersten Probe) kann zu einer Verfalschung des
Ergebnisses gefiihrt haben. So kdnnte ein geringgradiger Titeranstieg aufgrund
von Antikorperbildung gegen rFelFN-o durch das Hintergrund-"Rauschen”
uberdeckt worden sein. Auch das Fehlen eines spezifischen Antikorpers gegen
rFelFN-® und damit das Fehlen einer Positivkontrolle erschweren die Auswertung
dieses ELISAs. Somit lasst sich nur sagen, dass die Ergebnisse momentan, mit
den eingeschrankten diagnostischen Mdoglichkeiten, darauf hindeuten, dass bei
Hunden keine Antikorperbildung gegen einen der Bestandteile des Medikamentes
Virbagen® omega stattfindet. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass bei einer
zukiinftigen Anwendung eines anderen, spezifischeren ELISA-Aufbaus, mit
Verwendung von rFelFN-o in Reinform bzw. mit einem AntikGrper gegen
rFelFN-o als Positivkontrolle und zur Erstellung einer Verdiinnungsreihe, evtl.

andere Ergebnisse erzielt werden.

Warum es bei manchen Tieren zu einem geringgradigen Extinktionsanstieg oder
auch einem Absinken der Extinktion in der zweiten Serumprobe kam, ist unklar.
Eventuell hatte der Gesamtproteingehalt bzw. der gesamt-Immunglobulin-Gehalt
des Serums Einfluss auf die Extinktion. Zum Beispiel kdnnte es infolge eines
infektidsen Geschehens zu einem Anstieg bzw. nach Abklingen einer Infektion zu
einem Abfall an Immunglobulinen gekommen sein und somit traten mehr oder
weniger Kreuzreaktionen, unspezifische Bindungen und Matrixeffekte auf. Dies
wirde erklaren, wieso es bei manchen Hunden zu einem geringgradigen Anstieg
und bei anderen zu einem geringgradigen Absinken der Extinktion kam. Es lagen
aber nur bei wenigen Hunden offensichtliche Umstdnde wie z.B. schlimme
Pyodermien oder die Sepsis vor, die diese Annahme bestatigen konnten.
Interessanterweise sieht man in der s.c.-Gruppe, in der es im Mittel zu einem
Absinken der Extinkion kam, ebenfalls ein Absinken der mittleren Extinktion der
Negativkontrolle (siehe Abbildung 7). Umgekehrt sieht man in der oralen Gruppe,
in der die Extinktion im Mittel geringgradig anstieg, auch einen geringgradigen
Anstieg der Extinktion der Negativkontrolle (siehe Abbildung 8), was fur diese
Theorie sprechen konnte. Auch eine Anderung in der Proteinzusammensetzung
des Serums konnte eine erhohte oder erniedrigte Kreuzreaktivitdt bzw.
unspezifische Bindung auslosen (MICHALSKI et al., 1996).

Ob ein Protein in der Lage ist, nach Applikation eine Antikorperbildung bei einem

bestimmten Individuum auszulésen, ist von verschiedenen Faktoren abhangig
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(PATHAK & PALAN, 2005). Zum einen muss das Protein "fremd" sein und vom
Organismus als "fremd" erkannt werden (PATHAK & PALAN, 2005). Ahnelt das
applizierte Protein einem kdorpereigenen Protein, so wird es nicht als "fremd"
erkannt und es werden keine Antikorper gebildet. Dies kénnte z.B. der Fall sein,
wenn das feline IFN-o dem des Hundes sehr dhnelt. Bei ciner durchgefiihrten
Literaturrecherche wurden keine Informationen zum Aufbau des caninen IFN-®
gefunden. Somit kann Gber eine eventuelle Ahnlichkeit der beiden Proteine keine
Aussage getroffen werden. Desweiteren muss das Protein eine gewisse Grole
haben um immunogen zu sein (PATHAK & PALAN, 2005). Eine direkt nach der
Gewinnung und Reinigung des in Seidenspinnerraupen hergestellten rFelFN-o
durchgefiihrte SDS-PAGE zeigte, dass rFelFN-o eine einzige Proteinbande
bildete, mit einem Molekulargewicht von ca. 25 kDa (UEDA et al., 1993). Auch
die in dieser Studie durchgefiihrte SDS-PAGE mit anschlieRender
Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie zeigte, dass das feline IFN
eine einzelne Proteinbande bei ca. 25 kDa bildet. Mit diesem Molekulargewicht
sollte rFelFN-w® eine ausreichende Grolie besitzen, um eine Antikdrperbildung
auszuldsen. Humanes IFN-a2b, das nach subkutaner Applikation bei Katzen zur
Bildung neutralisierender Antikérper fuhrte (ZEIDNER et al., 1990), hat ein
Molekulargewicht von ungefahr 20 kDa (LOIGNON et al., 2008). Auch die Art
der Applikation kann einen Einfluss auf die Bildung von Antikorpern haben. Wie
bereits erwéhnt, hat die subkutane Applikation mehr Potential zur Auslésung
einer Antikdrperbildung als eine orale Applikation, da es nach oraler Applikation
wahrscheinlich ist, dass das Protein, bevor es in Kontakt mit einer Antigen-
prasentierenden-Zelle kommt, verdaut wird (PATHAK & PALAN, 2005). Neben
dem Applikationsort ist auch die applizierte Menge entscheidend fir die Reaktion
des Immunsystems. So kénnen zu geringe Mengen, aber auch sehr hohe Mengen
eine Antikorperproduktion hemmen (PATHAK & PALAN, 2005). Im Vergleich
zu der Dosierung, die auf dem Beipackzettel von Virbagen® omega fiir Hunde mit
Parvovirose angegeben ist (2,5 Millionen LE./kg KGW sid), wurden in dieser
Studie sehr geringe Mengen appliziert. In der oralen Gruppe wurde sogar noch
weniger rFelFN-o verabreicht. In der Studie von ZEIDNER und Mitarbeitern
(1990) war die Bildung neutralisierender Antikorper eindeutig dosisabhéngig.
Katzen, die eine Dosis von 10° I.E./kg KGW erhielten entwickelten schneller
hohere Titer, sodass die Katzen nach drei Wochen therapieresistent waren,

wahrend die Entwicklung vergleichbarer Titer bei Katzen, die eine Dosis von 10°
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I.E./kg KGW erhielten, etwa doppelt so lang dauerte und diese erst nach sieben
Wochen therapieresistent wurden (ZEIDNER et al.,, 1990). Zusatzlich zu
bemerken ist, dass die Katzen taglich subkutan behandelt wurden. In der hier
vorliegenden Studie entsprach die Dosis in der s.c. Gruppe etwa den 10° I.E./kg
KGW (ein Hund mit 10 kg KGW bekam eine Millionen LE., was 10° IE.
entspricht), die Injektionen erfolgten jedoch nicht taglich, sondern nur achtmal
innerhalb von vier Monaten. Es ist also durchaus mdglich, dass diese Dosis nicht
ausreichte, um eine Antikorperbildung bis Studienende zu induzieren. Ob bei
Verabreichung hoherer Dosen und/oder bei héufigerer Applikation eine
Antikorperbildung stattfinden wirde, musste in weiteren Studien untersucht
werden, ware allerdings nur relevant, wenn damit auch eine bessere Wirkung
erzielt werden konnte. Doch nicht nur die Immunogenitét des Proteins hat einen
Einfluss darauf, ob es zu einer Antikorperbildung kommt, auch das Individuum
kann einen Einfluss auf die Antikdrperproduktion haben. So kann ein Immunogen
in einem Individuum eine Antikdrperproduktion hervorrufen, in einem anderen
jedoch nicht. Dies liegt an den unterschiedlichen genetischen Vorraussetzungen.
Fur die Antigenprasentation und damit die Antikérperproduktion sind major-
histocompatibility-complex (MHC)-Molekdle und natiirlich auch T-Helfer-Zellen
und B-Lymphozyten von grofler Bedeutung. Individuelle Unterschiede diese
Molekile  und  Zellen  betreffend  konnen  zu  unterschiedlicher
Antikorperproduktion fiihren (PATHAK & PALAN, 2005). Somit ware es
theoretisch moglich, dass bei Hunden mit CAD, bei denen die Immunantwort
beeintrachtig ist, die Bildung von IgG ausbleibt, wéhrend sie bei gesunden
Hunden stattfinden wirde. Nicht auszuschlieRen ist auch die Bildung von
Antikorpern anderer Klassen, da hier nur 1IgG nachgewiesen wurde. Ebenso wére
es moglich, dass individuelle Unterschiede dazu fiihren kénnten, dass manche
Hunde Antikoérper gegen rFelFN-o oder auch gegen porcine Gelatine bilden,
andere jedoch nicht. In dem hier vorliegenden ELISA spricht das Ergebnis zwar
insgesamt gegen eine Antikorperbildung, und auch bei Betrachtung der einzelnen
Tiere fallt die Extinktion meist ab oder &ndert sich kaum, bei wenigen Hunden
kam es aber zu einem recht deutlichen Extinktionsanstieg. Bei jeweils drei
Hunden in der s.c. und in der oralen Gruppe stieg die Extinktion um einen Wert
von 0,1 oder mehr. Es ist also nicht auszuschlieBen, dass hier eine
Antikorperbildung gegen einen der Bestandteile von Virbagen® omega stattfand.

Aus oben genannten Grinden wird eine Antikorperbildung in der oralen Gruppe
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jedoch als héchst unwahrscheinlich angesehen, und da die Extinktionen anderer
Tiere teilweise ebenso deutlich absanken, wird hier eher von einer Schwankung

der Extinktion aus oben erwéhnten anderen Griinden ausgegangen.

Abgesehen von den bereits genannten Grinden, die evtl. zum Ausbleiben einer
Antikorperproduktion gefuhrt haben konnten, besteht die Mdglichkeit, dass das
rFelFN-o innerhalb der drei Wochen, in denen es nach Rekonstitution, und in der
oralen Gruppe nach Verdlinnung, bei Kuhlschranktemperaturen aufbewahrt
wurde, Degradierungsprozessen unterlag. Wie bereits erwahnt, wurde die
Stabilitdit des Proteins nach Rekonstitution und nach Verdunnung mit
physiologischer Kochsalzlosung Uber drei bis vier Wochen bei 4°C durch
Mitarbeiter der Firma Virbac, Bad Oldesloe, Deutschland, bestatigt, wurde aber
im Rahmen dieser Studie nicht Gberprift. Besonders in der oralen Gruppe, in der
das Medikament sehr stark verdunnt wurde und nicht in den urspringlichen
Glasampullen, sondern in Infusionsflaschen aus Polyethylen aufbewahrt wurde,
ist es maoglich, dass die Tertidr- bzw. Sekundarstruktur des rFelFN-wo verloren
ging, dass es zur Bildung von Aggregaten kam oder dass eine Adsorption an die
Gefallwand stattfand (SHARMA & KALONIA, 2003; RUIZ et al., 2005).

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die Ergebnisse des indirekten ELISA
daflir sprechen, dass das hier verwendete Therapieprotokoll weder in der s.c.
Gruppe noch in der oralen Gruppe zu einer Antikorperbildung gegen rFelFN-o
oder einen anderen Bestandteil von Virbagen® omega fiihrte. Griinde fiir eine
ausbleibende Antikorperbildung konnten sein, dass das rFelFN-o grolie
Homologien zu caninem IFN aufweist, dass die applizierte Menge zu gering bzw.
die Abstdnde zwischen den Applikationen zu groR waren, um eine
Antikorperproduktion zu induzieren, oder, im Fall der oralen Gruppe, dass die Art
der Applikation eine Antikodrperbildung nicht zuliefl3. Desweiteren ist es moglich,
dass die verénderte Immunantwort bei Allergikern die Antikorperbildung generell

beeintréchtigt.

Ausgehend von diesen Ergebnissen ist sowohl die subkutane als auch die orale
Therapie mit rFelFN-o bei Hunden mit CAD moglich, wobei die Ergebnisse
dieser Studie auf eine bessere Wirksamkeit der oralen rFelFN-o Therapie
hindeuten. Die Effektivitat der oralen Verabreichung sollte in randomisierten und

kontrollierten Studien bestatigt werden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Therapie der caninen atopischen Dermatitis mit rekombinantem felinem
Interferon-m: Evaluierung der Bildung neutralisierender Antikérper und

Vergleich der Wirksamkeit der oralen und subkutanen Verabreichung.

Bei der Pathogenese der caninen atopischen Dermatitis (CAD), einer allergischen
Hauterkrankung des Hundes, spielen neben genetischen Faktoren und
Umweltfaktoren vor allem Veranderungen des Immunsystems eine grof3e Rolle.
Bei allergischen Hunden Uberwiegt die Antwort der T-2-Helferzellen (Th2), die
zu einem erhohten Interleukin (IL)-4/Interferon (IFN)-y-Quotienten und der
uberschielenden Bildung von Antikdrpern der Klasse Immunglobulin E (IgE)
fuhrt. IgE spielt eine bedeutende Rolle bei der gesteigerten Antigenprasentation
und bei der Mastzelldegranulation, und trégt somit zur Entstehung der typischen
entziindlichen und juckenden Hautverdnderungen bei. Momentan bestehen die
therapeutischen Mdoglichkeiten aus einer Kombination von symptomatischen
Medikamenten und der allergen-spezifischen Immuntherapie (ASIT), welche die
einzig verfugbare ursdchliche Therapie darstellt. IFN sind als natirlich
vorkommende Botenstoffe im Korper dazu in der Lage, die Th2-Immunantwort
zu unterdriicken. Die therapeutische Wirksamkeit von rekombinantem felinem
IFN-o (rFelFN-w) zur subkutanen (s.c.) Behandlung der CAD wurde bereits
experimentell bestatigt. Die Effektivitat der oralen rFelFN-® Therapie der CAD

wurde noch nicht untersucht.

Ziel dieser Studie war es, herauszufinden, ob die Langzeittherapie von atopischen
Hunden mit rFelFN-o zur Bildung neutralisierender Antikorper fuhrt. Zusatzlich
sollte die Wirksamkeit der oralen und der subkutanen rFelFN-w-Therapie der
CAD verglichen werden.

Die Studie war als randomisierte, offene Feldstudie angelegt. Die Studiendauer
betrug vier Monate. 26 Hunde, die an CAD litten, wurden mit Hilfe einer
Randomisierungstafel auf zwei Gruppen aufgeteilt. Beide Gruppen wurden mit
rFelFN-o (Virbagen® omega, Virbac, Carros, Frankreich) behandelt. Die erste
Gruppe (n = 15) erhielt das Medikament insgesamt achtmal subkutan, die zweite

Gruppe (n=11) wurde téglich oral behandelt. Zusétzliche Medikamente,
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abgesehen von systemisch verabreichten Glukokortikoiden und Cyclosporin, die
zwei Wochen vor Studienbeginn abgesetzt werden mussten, waren erlaubt.
Wahrend der vier Monate durften die Hunde nicht geimpft werden. Hunde, die an
Morbus Cushing litten, waren von der Teilnahme an der Studie ausgeschlossen.
Fur den Antikdrpernachweis wurde bei Studienbeginn und -ende eine vendse
Blutprobe entnommen. Bei Studienbeginn, nach zwei und nach vier Monaten
fanden Kontrollbesuche statt. Dabei beurteilte der Tierarzt das Hautbild des
Hundes anhand eines validierten Lé&sionenscores (Canine Atopic Dermatitis
Extent and Severity Index = CADESI). Die Besitzer beurteilten den Juckreiz ihres
Hundes anhand einer validierten Juckreizskala. Begleitende Therapien wurden auf
einem Medication Score dokumentiert. Aus den Werten von CADESI,
Juckreizskala und Medication Score wurde flr jeden Besuch ein Gesamtscore
erstellt. Fur die Antikdrperbestimmung wurde ein indirekter ELISA durchgefihrt,
als Antigen zur Beschichtung der ELISA-Platten wurde Virbagen® omega

verwendet.

Beide Gruppen zeigten bei Studienende eine Verbesserung von CADESI, Juckreiz
und Gesamtscore, allerdings waren diese Verbesserungen nur in der oralen
Gruppe beim CADESI (61 %, P =0,0414) und Gesamtscore (36 %, P =0,019)
statistisch signifikant. Der Antikorpernachweis mittels ELISA zeigte beim
Vergleich der Extinktionen der Serumproben von Tag 0 und Tag 120 weder in der
s.c. noch in der oralen Gruppe einen signifikanten Unterschied (Mittelwerte der
s.c. Gruppe 0.367 und 0.331, P =0,33 und der oralen Gruppe 0.393 und 0.415,
P =0,68). Diese Ergebnisse sprechen gegen eine Antikorperbildung.

Folglich ist die Langzeittherapie sowohl mit subkutanem als auch mit oralem
rFelFN-o moglich, die Ergebnisse dieser Studie sprechen jedoch fiir eine bessere
Wirksamkeit der oralen Verabreichung. Die Effektivitat der oralen Verabreichung

sollte in gréleren, randomisierten und kontrollierten Studien bestatigt werden.
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VII. SUMMARY

Treatment of canine atopic dermatitis with recombinant feline interferon-o:
evaluation of neutralizing antibody development and comparison of the

efficacy of oral and subcutaneous administration.

Apart from genetic and environmental factors, immunologic factors play an
important role in the pathogenesis of canine atopic dermatitis (CAD), an allergic
skin disease in the dog. In allergic dogs there is an increased T-2-helper cell (Th2)
response, which leads to an elevated interleukin (IL)-4/interferon (IFN)-y-ratio
and the excessive production of antibodies of the immunoglobulin E (IgE) type.
IgE plays an important part in antigen presentation, which is elevated in dogs with
CAD, and in mast cell degranulation. Therefore IgE contributes to the
development of the typical inflammatory and pruritic skin lesions in CAD.
Current therapeutic possibilities include a combination of symptomatic treatments
and allergen-specific immunotherapy (ASIT), the latter is the only specific
therapy available. IFNs are naturally occurring messengers in the body that are
able to suppress the Th2 response. The therapeutic efficacy of recombinant feline
IFN-o (rFelFN-w) as a subcutaneous (s.c.) treatment of CAD has been proven
experimentally. The efficacy of orally administered rFelFN-o as treatment of
CAD has not been tested yet.

The aim of this study was, to determine whether atopic dogs develop antibodies
against rFelFN-o during long-term therapy and to compare the efficacy of oral

and subcutaneous administration.

This study was planned as a randomized open field study. The duration of the
study was four months. 26 atopic dogs were randomly assigned to two treatment
groups. Both groups were treated with rFelFN-o© (Virbagen® omega, Virbac,
Carros, France). The first group (n =15) received eight subcutaneous injections
over four months. The second group (n=11) received daily oral dosages.
Concurrent medication was permitted, except systemically acting glucocorticoids
and cyclosporins, which had to be withdrawn at least two weeks prior to the study.
Vaccination was prohibited during the study. Dogs diagnosed with Morbus

Cushing could not be included. Serum samples for antibody detection were
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collected before and after the study. On the first day, after two months and after
four months the dogs were examined and clinicians evaluated the skin lesions
using a validated lesion score (Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity
Index = CADESI). Owners were asked to assess their dog's current pruritus with a
validated pruritus score. Concurrent medications were recorded. For every visit a
total score, consisting of CADESI, pruritus score and medication score was
created. For antibody detection an indirect ELISA, using Virbagen® omega as

antigen, was performed.

Comparison of pruritus scores, CADESI and total scores between days 0 and 120
showed improvement in both groups, however, significant improvement could
only be detected in the oral group with CADESI and total scores (61 %,
P =0.0414 and 36 %, P = 0.019 respectively). There was no significant change in
the mass extinction coefficient between samples from day 0 and 120 in both
groups (s.c. group mean values 0.367 and 0.331, P = 0,33 and oral group mean
values 0.393 and 0.415, P =0,68 respectively), indicating that antibody

development could not be demonstrated.

Thus, long-term therapy with subcutaneous administration as well as oral
administration of rFelFN-@ is possible. The results of this study indicate better
efficacy with oral administration. The efficacy of oral administration should be

further verified in larger, randomized, controlled studies.
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Anhang 3: Kriterien zur Diagnose der CAD (FAVROT et al., 2010b)

Liste 1:
1. Beginn der Symptomatik in einem Alter unter dreli
Jahren

2. der Hund hélt sich Giberwiegend im Haus auf

3. Glukokortikoid-responsiver Juckreiz

4. chronische oder wiederkehrende Hefepilzinfektionen

5. die Vorderbeine sind mitbetroffen

6. die Ohrmuscheln sind mitbetroffen

7. die Ohrrander sind nicht betroffen

8. die dorso-lumbale Region ist nicht mitbetroffen

Liste 2:
1. Beginn der Symptomatik in einem Alter unter drei
Jahren

2. der Hund hélt sich Giberwiegend im Haus auf

3. zu Beginn bestand Juckreiz ohne L&sionen

4. die Vorderbeine sind mitbetroffen

5. die Ohrmuscheln sind mitbetroffen

6. die Ohrrander sind nicht betroffen

7. die dorso-lumbale Region ist nicht mitbetroffen

5 Kriterien sind erflllt 6 Kriterien sind erfullt

Sensitivitat Spezifitat Sensitivitat Spezifitat

CAD sensu stricto
Liste 1 85 % 79 % 58 % 89 %
Liste 2 77 % 83 % 42 % 94 %
CAD durch
Futtermittelallergie
Liste 1 80 % 86 % 54 % 86 %
Liste 2 70 % 86 % 36 % 100 %
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Anhang 4: Einverstandniserklarung

Einverstandniserklarung

Hiermit bestatige ich, dass ich Uber die Studie , Bildung von Antikérpern gegen
felines Interferon omega bei Hunden mit atopischer Dermatitis “ aufgeklart wurde. Ich
verstehe, dass mein Tier an einem klinischen Versuch teilnimmt. Diese Studie
bewertet die Langzeittauglichkeit der neuen Therapiemdglichkeit von
umweltallergischen Hunden mit rekombinantem felinem Interferon-o (Virbagen®
omega). Mittels einer Blutuntersuchung wird bestimmt, ob Hunde Antikorper
gegen das Medikament bilden, die eine Therapie mit Interferon auf langere Sicht

untauglich machen wirden.

Zusétzlich gebe ich mein Einverstandnis, dass bei meinem Hund beim ersten

Besuch und nach 4 Monaten jeweils 10 ml Blut entnommen werden.

Ich wurde Uber potentielle Risiken (Nebenwirkungen von Virbagen® omega It.
Hersteller: Fieber, Erbrechen, leichtgradige und voriibergehende Veranderungen
des Blutbildes) und Nutzen der Studie (Verbesserung der therapeutischen

Behandlungsmaglichkeiten bei Allergien) aufgeklart.

Weiterhin werde ich im Rahmen der mir zur Verfligung stehenden Mdéglichkeiten
die Vorgaben der Studie erfiillen. Ich werde mein Tier 2 und 4 Monate nach
Studienbeginn zu Kontrolluntersuchungen vorstellen und das Medikament
regelmaRig, wie laut Studienprotokoll vorgeschrieben, verabreichen.

Das Medikament Virbagen® omega sowie die im Rahmen der Studie
durchgefiihrten Kontrollen sind fur mich kostenlos, solange ich den
Anforderungen der Studie nachkomme. Fir (ber das Studienprotokoll hinaus
gehende Untersuchungen und Behandlungen werden keine Kosten tbernommen.
Ebenso wenig werden Kosten flir wahrend der Studie weitergefiihrte Therapien
(Antihistaminika, Fettsdauren, Shampoos, Desensibilisierungslésung etc.)
ubernommen. Sollte ich aus der Studie ausscheiden, bzw. nach 4 Monaten nicht
zur abschlieBenden Kontrolle und 2. Blutentnahme erscheinen, wird mir fir die
Kosten des Virbagen® omega sowie die Kontrollbesuche eine Rechnung

zugeschickt.




166

IX. Anhang

Ich bin mit den hier genannten Bedingungen einverstanden.

Name, Vorname

Tiername

Datum

Unterschrift
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Anhang 5: CADESI (OLIVRY et al., 2007b; OLIVRY et al., 2008)
SITE \\ CLINICAL SIGNS Erythema Lichenification Excoriations Alopecia TOTAL
Preauricular
Periocular
Face Perilabial
Muzzle
Chin
Head Dorsal
Left Convex
: Concave
Ear Pinna
Riaht Convex
2 Concave
Dorsal
Neck Ventral =
Lateral Right
. Left
Axilla Right
Sternum
Dorsal
Thorax Left
Lateral Right
Inguinal o
9 Right
Abdomen
Lumbar Dorsal
Left
Flank Right
Medial
Left Lateral
Antebrachial Flexure
. Carpal Flexure
Front Limb Viedial
Right Lateral
Antebrachial Flexure
Carpal Flexure
Metacarpal Flexure
Dorsal Metacarpal
Left Palmar
Dorsal Interdigital
Fiopt ook Metacarpal Flexure
, Dorsal Metacarpal
it Palmar
Dorsal Interdigital
Medial
Left Lateral
Stiffle Flexure
sty Tarsal Flexure
Hind Limb Viedial
Right Lateral
Stiffle Flexure
Tarsal Flexure
Metatarsal Flexure
Left Dorsal Metatarsal
£ Plantar
. Dorsal Interdigital
Hid Eoot Metatarsal Flexure
. Dorsal Metatarsal
Right Plantar
Dorsal Interdigital
Perianal
Perigenital
; Ventral
Tail Dorsal
grade each sign at each location as follows: 0 (none), 1 (mild), 2, 3 (moderate), 4, 5 (severe) TOTAL Score (1240 maximum)
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Anhang 6: Juckreizskala (RYBNICEK et al., 2009)

Juckreizskala

Markieren Sie bitte die durchschnittliche Juckreizstirke Thres Hundes auf der folgenden Skala
von 0 bis 10. Juckreiz kann sich duflern als: Kratzen, beifien, kauen, lecken, scheuern und
knabbern.

Extrem heftiges Kratzen / fast ununterbrochen
Egal was passiert, das Kratzen wird nicht unterbrochen, auch im Behandlungs-
zimmer (der Hund muss z.B. durch Halskragen am Kratzen gehindert werden)

Heftiges Kratzen / langanhaltende Episoden
Kratzen bei Nacht (wenn beobachtet) und beim Fressen, Spielen, Spazieren gehen
oder bei Ablenkung

Moderates Kratzen / episodenweise
Kratzt bei Nacht (wenn beobachtet), aber nicht beim Fressen, Spielen,
Spazieren gehen oder bei Ablenkung

Mildes Kratzen / etwas vermehrt
Kratzt nicht nachts, beim Fressen, Spielen, Spazieren gehen oder bei Ablenkung

Sehr mildes Kratzen / nur gelegentliche Episoden
Der Hund kratzt sich nur etwas mehr als zu der Zeit bevor die Hautproblematik
begonnen hat

Normaler Hund- ich glaube nicht, dass das Kratzen ein Problem darstellt
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Anhang 7: Medication Score (MUELLER et al., 2004a)

Medication Score

Welche Art der Therapie hat Ihr Hund in den letzten zwei Wochen erhalten?

O keine Medikamente

O aufRerliche Behandlung (Shampoo, Salbe, Cortavance-
Spray)
Welche:

O Antihistaminika (Histacalmine, Cetirizin, Fenistil)
Welche:

O Fettsauren (Viacutan, Ol ins Futter, Dermoscent Spot-on

oder Spray, Douxo Spot-on)

Welche:

O Kortison (Prednisolon)
Dosierung:

O Zyklosporin (Atopica)

Dosierung:
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Anhang 8: Global Assessment Score

Global Assessment

Bitte beurteilen Sie den Gesamtzustand Ihres Hundes im Vergleich zum letzten

Besuch.

O Verschlechterung

O keine Verénderung

O leichte Verbesserung

O zufriedenstellende Verbesserung

O vollstandiger Rickgang der Symptomatik
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Anhang 9: Fragebogen zur Lebensqualitat der Hunde (FAVROT et al.,
2010a)

Fragebogen zur Lebensqualitit

Die Krankheit meines Hundes hat meine eigene Lebensqualitat oder die
Lebensqualitat meiner Familie eingeschrankt.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

Die Krankheit meines Hundes hat seine eigene Lebensqualitat eingeschrankt.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

1) Dank meines Hundes bin ich aktiver.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

2) Sich um die Hautprobleme meines Hundes zu kiimmern ist eine grof3e
Last fur mich.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

3) Die Krankheit meines Hundes macht mich traurig.

a) Trifft Uberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

¢) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.




172 IX. Anhang

4) Die Hautprobleme meines Hundes haben mein normales Familienleben
verandert.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

5) Ich kann meinen Hund nicht der Obhut anderer (berlassen wegen seiner
Hautprobleme.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

6) Ich muss bei anderen Sachen sparen, um die Behandlung meines Hundes
zu bezahlen.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

7) Mein Hund wacht nachts auf um sich zu kratzen, beiRRen, lecken.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

8) Mein Hund ist glucklich.

a) Trifft Uberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.

9) Mein Hund ist verspielt und aktiv.

a) Trifft Gberhaupt nicht zu.

b) Trifft nicht zu.

c) Trifft weder zu noch nicht zu.
d) Trifft zu.

e) Trifft absolut zu.
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10) Mein Hund schl&ft gut.

a)
b)
c)
d)
e)

11) Die

Trifft Gberhaupt nicht zu.
Trifft nicht zu.

Trifft weder zu noch nicht zu.
Trifft zu.

Trifft absolut zu.

Hautprobleme haben das Verhalten meines Hundes negativ

beeinflusst.

a)
b)
c)
d)
e)

Trifft berhaupt nicht zu.
Trifft nicht zu.

Trifft weder zu noch nicht zu.
Trifft zu.

Trifft absolut zu.

12) Mein Hund ist mude aufgrund seiner Erkrankung.

a)
b)
c)
d)
e)

13) Die

Trifft Gberhaupt nicht zu.
Trifft nicht zu.

Trifft weder zu noch nicht zu.
Trifft zu.

Trifft absolut zu.

Behandlung an sich (Shampoos, Tabletten etc.) ist eine groRe

Belastung fiir meinen Hund.

a)
b)
c)
d)
e)

Trifft Gberhaupt nicht zu.
Trifft nicht zu.

Trifft weder zu noch nicht zu.
Trifft zu.

Trifft absolut zu.
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Anhang 10: Im ELISA verwendete Materialien/Reagenzien mit Hersteller

NUNC GmbH, Thermo
96 Well Immuno ) o
Fisher Scientific, Fisher
96-Loch-ELISA-Platten  § Platten, transparent, F96, S
Scientific GmbH,
PolySorp
Schwerte, Deutschland

BSA-50, 50g, Albumin,
Bovine Serum (BSA),
Fraction V

Biotrend Chemikalien
GmbH, Koln,

Bovines Serum Albumin
Deutschland

(Immunoglobulin and
Protease Free)

Phosphate buffered
saline (P5368) -
BioReagent, pH7.4, for
molecular biology

Sigma-Aldrich®, St.
Louis, USA

Reagent Diluent R&D Systems,

Probenverdiinner ] )
Concentrate 2 (10x) Minneapolis, USA

Rockland
) Immunochemicals Inc.,
) o F(ab")2 Anti-DOG IgG ) )
Peroxidase-konjugierter Gilbertsville, USA -
[H&L] (RABBIT)
bezogen uber

Zweitantikorper gegen ] ]
_ Antibody Peroxidase
canines 1gG ) BIOTREND
Conjugated o
Chemikalien GmbH,

Koln, Deutschland

SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg,
Deutschland
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SERVA Electrophoresis
TMB ready to use )
TMB-Substrat GmbH, Heidelberg,

ELISA substrate
Deutschland

BioTek Instruments
ELISA-Reader Synergy GmbH, Bad
HT Friedrichshall,
Deutschland

ELISA-Reader

Pechiney Plastic

Parafilm Parafilm M Packaging, Chicago,
USA
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