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|I. EINLEITUNG

Die canine atopische Dermatitis (AD) ist eine haufige allergische Hauterkrankung
genetisch pradisponierter Hunde, die typischerweise mit Juckreiz einhergeht
(HALLIWELL, 2006; LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Ublicherweise sind
die bei der AD auftretenden IgE-Antikorper gegen Umweltallergene gerichtet, es
konnen allerdings auch Futtermittelallergene an der Erkrankung beteiligt sein
(HALLIWELL, 2006; OLIVRY etal., 2007a). Die Pathogenese der AD ist komplex
und multifaktoriell. Neben Stérungen der Hautbarriere scheinen vor allem
Veranderungen des Immunsystems entscheidend an der Entstehung der Erkrankung
beteiligt zu sein (MARSELLA et al., 2012a). So zeigen betroffene Patienten unter
anderem eine Tendenz zu T-Helfer-2 (Th2)-polarisierten Immunantworten sowie
Veranderungen der Anzahl und Expression regulatorischer T-Lymphozyten und
Zytokine (NUTTALL et al.,, 2002; AGRAWAL et al.,, 2011; EYERICH &
NOVAK, 2013).

Bislang steht mit der Allergen-Immuntherapie (AIT) nur eine einzige ursachliche
Behandlung zur Verfugung. Bei dieser wird dem Patienten regelméRig eine
individuelle Allergenlésung injiziert (GRIFFIN & HILLIER, 2001). Die AIT zeigt
jedoch bei bis zu der Halfte der behandelten Hunde keine ausreichende Wirkung
(LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Daher ist eine weitere, effektive,
spezifisch wirkende Therapieoption dringend erforderlich.

Cytosin-Phosphat-Guanin Oligodesoxynukleotide (CpG ODN) sind synthetische
DNA-Oligonukleotide mit mindestens einem unmethylierten CpG-Motiv, also
einem Cytosin-Guanin-Dinukleotid mit bestimmten flankierenden Basen (KRIEG
et al., 1995; VOLLMER & KRIEG, 2009). Durch diese Motive imitieren CpG
ODN mikrobielle Desoxyribonukleinsdure (DNA) und l6sen bei Bindung an den
Toll like Rezeptor (TLR) 9 eine starke Immunstimulation und -modulation aus
(VERTHELY! & KLINMAN, 2003). So kommt es unter anderem zu einer T-
Helfer-1 (Thl)-Polarisierung der Immunantwort, zur verstarkten Expression
regulatorischer Zytokine sowie zu einer Hemmung der IgE-Produktion (KRIEG,
2006; ROSTAHER-PRELAUD et al., 2013; JASSIES-VAN DER LEE et al.,
2014). Diese Effekte ahneln denen, die auch im Verlauf einer AIT beobachtet
werden konnen (SHIDA et al., 2004; KEPPEL et al., 2008). Dies lasst einen Einsatz
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von CpG ODN zur Therapie der AD sehr vielversprechend erscheinen. Die
immunstimulatorische  Wirkung der CpG ODN kann durch Bindung an
Gelatinenanopartikel (GNP) jedoch noch weiter gesteigert werden (ZWIOREK et
al., 2008). Bei allergischen Pferden mit rezidivierender Atemwegsobstruktion
konnten Inhalationen mit GNP-gebundenen CpG ODN (CpG GNP) zu einer
deutlichen klinischen Besserung fuihren (KLIER et al., 2015).

Eine Immuntherapie atopischer Hunde mit CpG GNP brachte gegeniiber der AIT
einige Vorteile mit sich. Dort mussen zun&chst fur jeden Hund die ausldsenden
Allergene festgestellt werden, dann muss aus diesen eine individuelle Losung
hergestellt werden (SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). Dies wirde bei
einer Immuntherapie mit CpG GNP entfallen, jeder Hund konnte dasselbe
Medikament erhalten (KUNDIG et al., 2015). Somit kdnnten — anders als bei der
AIT — eventuell auch solche Patienten spezifisch behandelt werden, bei denen die
auslosenden Allergene nicht identifiziert werden kénnen (PUCHEU-HASTON et
al., 2015b; SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). Moglicherweise wirde sie

sogar eine Immuntherapie futtermittelallergischer Hunde erlauben.

Die Ziele der vorliegenden Untersuchung waren es, die Wirkung einer
Immuntherapie mit CpG GNP auf die Hautlasionen und den Juckreiz von Hunden
mit asaisonaler atopischer Dermatitis zu evaluieren sowie die Effekte einer solchen
Behandlung auf die Serumkonzentrationen und mRNA-EXxpressionen typischer

Th1-, Th2- und regulatorischer Zytokine bei diesen Hunden zu untersuchen.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Atopische Dermatitis

Da sich die humane und die canine atopische Dermatitis in vielerlei Hinsicht sehr
ahneln (OLIVRY, 2012), die Erkrankung beim Menschen jedoch wesentlich besser
erforscht ist, soll an einigen Stellen dieser Arbeit zundchst auf die
humanmedizinischen Erkenntnisse eingegangen werden, bevor der aktuelle

Wissensstand beim Hund beschrieben wird.

1.1. Definition

Die atopische Dermatitis (AD), beim Menschen auch bekannt als atopisches
Ekzem, ist eine chronisch entzindliche Hauterkrankung, die typischerweise mit
starkem Juckreiz einhergeht (FAVROT et al.,, 2010; VESTERGAARD &
DELEURAN, 2014). Vor allem beim Menschen kann sie als Teil einer allergischen
Trias mit Asthma und allergischer Rhinitis vergesellschaftet sein oder innerhalb
eines sogenannten Etagenwechsels (im englischen als ,,atopic march* bezeichnet)
zu diesen Erkrankungen fortschreiten (DHARMAGE et al., 2014). In der Human-
wie auch in der Veterindrmedizin wurden die Begriffe der ,,Atopie” und der

»atopischen Dermatitis“ spezifisch definiert.

Nach der aktuell gltigen, von der World Allergy Organization vereinheitlichten
Nomenklatur bezeichnet die Atopie in der Humanmedizin eine genetische
Pradisposition, sich zu sensibilisieren und als Antwort auf bereits kleine Mengen
von Allergenen, wie sie bei einer normalen Exposition vorkommen, Immunglobulin
E (IgE) zu bilden. Bei der Mehrheit der Menschen flihrt eine solche Exposition
dagegen zu keiner anhaltenden IgE-Immunantwort. Als Konsequenz dieser
Pradisposition konnen atopische Patienten die fir Asthma, Rhinokonjunktivitis und
Dermatitis typischen Symptome entwickeln (JOHANSSON et al., 2004).

Das atopische Ekzem bzw. die atopische Dermatitis beschreibt eine
Hautentziindung bei Menschen mit atopischer Konstitution, welche von IgE-
Antikorper-assoziierten Reaktionen dominiert wird (JOHANSSON et al., 2004).
Diese Definition ist allerdings nicht ganz unumstritten, da ca. 20% der Patienten
mit atopischer Dermatitis keine Sensibilisierungen aufweisen, per definitionem also
nicht atopisch sind (TOKURA, 2010).
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In der Veterindrmedizin bezeichnet der Begriff Atopie eine genetische
Préadisposition, auf Umweltallergene eine IgE-vermittelte Allergie zu entwickeln
(OLIVRY et al., 2001). Die canine atopische Dermatitis ist definiert als
entziindliche und mit Juckreiz einhergehende allergische Hauterkrankung genetisch
pradisponierter Hunde, die charakteristische klinische Merkmale aufweist
(HALLIWELL, 2006). Sie ist somit eine klinische Manifestation der Atopie. Die
canine AD ist assoziiert mit IgE-Antikdrpern, die meist gegen Umweltallergene
gerichtet sind (,,extrinsische Form™ der caninen atopischen Dermatitis). Eine
Erkrankung, die klinisch mit der caninen AD identisch ist, bei der aber keine IgE-
Immunantwort auf Allergene festgestellt werden kann, wird als ,,Canine atopic-like
dermatitis* (ALD) oder ,,intrinsische Form* der caninen AD bezeichnet (OLIVRY
etal., 2001; HALLIWELL, 2006; MARSELLA et al., 2012a).

Wie schon erwahnt, wird die canine AD zwar meistens durch Umweltallergene
ausgelost, allerdings konnen auch Futtermittelallergene zur Erkrankung bzw. zu
akuten Schiben der caninen AD fiihren (OLIVRY et al., 2007a). Daher wird in
manchen Studien von caniner AD sensu lato gesprochen, wenn unklar ist, welche
Art von Allergen beteiligt ist. Food-induced allergic dermatitis (FIAD) bezeichnet
die Félle von caniner AD, die Futtermittelallergen-induziert sind. Mit non-food-
induced allergic dermatitis (NFIAD) oder caniner AD sensu stricto sind Félle

gemeint, die ausschlieBlich Umweltallergen-induziert sind (PICCO et al., 2008).

1.2. Epidemiologie

1.2.1.  Epidemiologie der humanen atopischen Dermatitis

Die AD hat in den letzten Jahrzehnten zunehmend an Bedeutung gewonnen. Sie
stellt weltweit eine h&ufige Erkrankung vor allem von Kindern und Jugendlichen
dar (WILLIAMS et al., 1999). Obwohl die AD keine lebensbedrohliche Erkrankung
ist, flhrt sie Uber starken Juckreiz und Sekundérinfektionen zu Schlafstérungen,
psychischen Belastungen und einer Verringerung der Lebensqualitdt der
Betroffenen und ihrer Angehérigen. Nicht zuletzt kommt es teilweise auch zu
hohen finanziellen Belastungen sowohl der Familien als auch der Krankenkassen
(REID & LEWIS-JONES, 1995; CARROLL et al., 2005; AL SHOBAILI, 2010).

Obwohl die atopische Dermatitis bis in das Erwachsenenalter bestehen bleiben
kann und gelegentlich auch erst bei Erwachsenen auftritt, ist sie bei Sauglingen und

Kindern doch viel haufiger. In einer deutschen Geburtskohortenstudie konnte
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festgestellt werden, dass die Prévalenz bei den bis zu zweijghrigen Kindern
hierzulande bei 21,5% liegt, fast die Halfte (43,2%) der Kinder nach dem zweiten
Geburtstag jedoch in Remission gehen (ILLI et al., 2004). Bei Erwachsenen soll die
1-Jahres-Prévalenz zwischen 1% und 3% liegen (SCHMITT et al., 2008;
KATSAROU & ARMENAKA, 2011).

Weltweit ergeben sich sehr unterschiedliche Pravalenzen. Sie variieren dabei nicht
nur zwischen verschiedenen L&ndern, sondern auch innerhalb eines einzigen
Landes. Bei einer internationalen Studie aus dem Jahr 1998 zeigte sich, dass
weltweit bis zu etwa 20% der Kinder zwischen sechs und sieben sowie zwischen
13 und 14 Jahren betroffen waren (WILLIAMS et al., 1999). Eine Wiederholung
der Studie ca. 10 Jahre spéater ergab, dass in Landern, in denen bei der ersten
Umfrage eine sehr hohe Prévalenz festgestellt worden war, diese gleichgeblieben
oder sogar gesunken war. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die Pravalenz
in einer Population nicht unbegrenzt ansteigt, sondern bei ca. 20% ein Plateau
erreicht. Dagegen stieg die Pravalenz in anderen L&ndern, die bei der ersten
Befragung eine niedrige Prévalenz aufgewiesen hatten, weiter an. Die Autoren
kamen zu dem Schluss, dass Umweltfaktoren flir das Auftreten der AD eine
Schlisselrolle spielen mussten, da eine derartige Verénderung der genetischen
Faktoren innerhalb der kurzen Zeit unwahrscheinlich erscheint (WILLIAMS et al.,
2008).

Fur einen groRen Einfluss der Umweltfaktoren spricht auch, dass die AD hdufiger
in urbanen als in landlichen Gegenden vorkommt (vor allem in weniger
wohlhabenden Landern); denn bei einer solchen geographischen Nahe kann von
einer &hnlichen ethnischen Zusammensetzung und einem &hnlichen genetischen

Hintergrund ausgegangen werden (SCHRAM et al., 2010).

In einer 2003 bis 2006 vom Robert-Koch-Institut deutschlandweit durchgefihrten
Querschnittsstudie wurde fur die atopische Dermatitis bei Kindern und
Jugendlichen im Alter von Null bis 17 Jahren eine Lebenszeitpravalenz von 13,2%
festgestellt. Hierbei konnte auch festgestellt werden, dass das Vorkommen
atopischer Erkrankungen bei wenigstens einem Elternteil sowie ein mittlerer bis
hoher sozio6konomischer Status Risikofaktoren darstellen. Dagegen sinkt das
Risiko bei Kindern und Jugendlichen, deren Eltern beide einen
Migrationshintergrund haben, um ein Drittel (SCHMITZ et al., 2012).
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In den spédten Achtzigerjahren des vergangenen Jahrhunderts wurde beobachtet,
dass Kinder, die mit einer groRen Anzahl von Geschwistern aufwachsen, seltener
an allergischen Erkrankungen leiden. Damals wurde die sogenannte
Hygienehypothese postuliert. Diese geht davon aus, dass eine hohe Exposition
gegenuiber mikrobiellen Pathogenen in der frihen Kindheit, wie sie in grof3eren
Familien vorkommt, vor allergischen Erkrankungen schitzt (STRACHAN, 1989).
Unterstutzt wurde diese Hypothese durch Tierversuche, die zeigten, dass es zu
allergischen Erkrankungen kommt, wenn man dem sich entwickelnden
Immunsystem die blichen stimulierenden mikrobiellen Antigene vorenthélt. Dies
gilt vor allem dann, wenn dies direkt nach der Geburt oder sogar bereits intrauterin
geschieht (FLOHR & YEO, 2011).

Um die Hygienehypothese zu Uberpriifen, wurde seither eine Reihe von Studien
durchgefuhrt. Unter anderem wurden dabei die Grundhygiene, das Leben auf einem
Bauernhof und der Kontakt zu Haustieren untersucht, da all diese Faktoren
zumindest theoretisch zu einer vermehrten mikrobiellen Belastung fihren kénnen.
Und tatsachlich wurde festgestellt, dass ein hohes MaR an persénlicher Hygiene zu
einem maRigen Anstieg des AD-Risikos fuhrt. Eine hohe Keimbelastung beim
Besuch von Kindertagesstatten, vor allem im Sduglingsalter, scheint dagegen zu
einer Reduktion des Risikos zu fuhren (FLOHR & YEO, 2011). Dasselbe gilt fur
das Aufwachsen in einer grolien Familie (BENN et al., 2004).

Es wurde daher angenommen, dass Kinder, die auf einem Bauernhof aufwachsen,
ebenfalls ein verringertes Risiko fir allergische Erkrankungen haben konnten. Dies
konnte jedoch nicht bestatigt werden (FLOHR & YEO, 2011). Dagegen scheint der
tagliche Kontakt der Mutter zu Nutztieren wahrend der Schwangerschaft und kurz
nach der Geburt das Risiko bei ihrem Kind zu senken. Dies konnte ein Hinweis auf
die entscheidende Bedeutung der perinatalen Pragung des Immunsystems sein
(DOUWES et al., 2008). Auch der Verzehr von unpasteurisierter Kuhmilch in den
ersten beiden Lebensjahren scheint einen protektiven Effekt zu haben. Sobald die
Rohmilch abgekocht wird, geht die Wirkung jedoch verloren. Es ist nicht klar, ob
diese schitzende Wirkung auf eine mikrobielle Kontamination zuriickzufiihren ist
oder ob andere Inhaltsstoffe der Rohmilch, die beim Erhitzen verloren gehen, fur
diesen Effekt verantwortlich sind (LOSS et al., 2011; LLUIS et al., 2014).

Ein weiterer Verdacht war, dass der Kontakt zu Haustieren moglicherweise vor AD

schutzen konnte. Fir den Hund konnte dies tatséchlich auch bestatigt werden, vor
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allem wenn der Kontakt im frihen Leben stattfindet. Bei Katzen ist die Situation
etwas komplizierter. Generell scheinen auch sie einen positiven Einfluss
auszuliben. Dies gilt allerdings nicht, wenn bei Kindern ein Hautbarrieredefekt
vorliegt. In diesem Fall kann es zu Sensibilisierungen gegeniiber Katzenantigenen
und in der Folge zur AD kommen (LANGAN et al., 2007).

Als Erklarung fur die Verringerung des AD-Risikos, die beim Umgang mit Hunden
und Nutztieren wahrend der Schwangerschaft oder in der ersten Lebensphase
auftritt, wird von manchen Autoren der vermehrte Kontakt zu Endotoxinen
aufgefiihrt. Diese Gruppe von Lipopolysacchariden kommt auf der Zelloberflache
gramnegativer Bakterien vor. Und tatsdchlich konnte in einigen Studien ein
protektiver Effekt von Endotoxinen festgestellt werden, allerdings scheint dieser an
grol’e Mengen davon bzw. an eine frilhe Exposition wahrend des ersten Lebensjahrs
gebunden zu sein (PHIPATANAKUL et al., 2004).

Der Einsatz von Antibiotika (v.a. Breitspektrumantibiotika) ist dagegen positiv mit
dem Auftreten der AD assoziiert. Es zeigte sich, dass eine mindestens einmalige
Behandlung mit Antibiotika wahrend der friihen Kindheit zu einem Risikoanstieg
von 41% fihrt. Moglicherweise ist dieser Anstieg des Erkrankungsrisikos mit einer
Veranderung der Haut- und Darmmikroflora verbunden, welche wiederum zu einer
verénderten Entwicklung des Immunsystems des Séuglings bzw. Kindes fuhrt
(TSAKOK et al., 2013; FLOHR & MANN, 2014).

Tatsachlich konnte eine verringerte Vielfalt der Darmmikroflora mit einem
erhéhten AD-Risiko assoziiert werden (WANG et al., 2008b; AKAY et al., 2014).
Es wurde versucht, diesem Umstand mit der Verabreichung von Probiotika
entgegen zu wirken. Es zeigte sich, dass die pra- und postnatale Einnahme von
Probiotika, v.a. von Lactobacillus und Bifidobacterium, protektiv gegen die
Entwicklung von pediatrischer AD wirken kann (KUKKONEN et al., 2007; LEE
et al., 2008). Ein solcher Effekt konnte allerdings nicht in allen Studien
nachgewiesen werden (OSBORN & SINN, 2007; TAYLOR et al., 2007). Weder
die Langzeitwirkung noch die Wirkung von Probiotika auf bereits bestehende AD
sind endgltig geklart (LEE et al., 2008; BAQUERIZO NOLE et al., 2014).

Eine eindeutige Geschlechtspradisposition ist bei der atopischen Dermatitis nicht
erkennbar (SCHMITZ et al., 2012; LANGEN et al., 2013)
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1.2.2.  Epidemiologie der caninen atopischen Dermatitis

Auch die canine AD ist eine Erkrankung, deren Inzidenz in den letzten Jahren
gestiegen ist (N@DTVEDT et al., 2006). Ahnlich wie ihr humanes Pendant
beeinflusst sie nicht nur die Lebensqualitat der betroffenen Patienten, sondern auch
die ihrer ,,Angehorigen®, in diesem Fall also die der Besitzer dieser Hunde. So
empfinden die meisten Patientenbesitzer, dass die Lebensqualitit ihrer Hunde
sowohl durch die Erkrankung selbst als auch durch die nétige Therapie deutlich
gestort ist. Vor allem auf das Spielen, Spazieren gehen und Schlafen scheint sie
einen negativen Einfluss zu haben, der umso grof3er ist, je schwerer die Symptome
der AD ausgepragt sind. Und auch die Lebensqualitét der Besitzer selbst wird durch
die AD-Erkrankung ihres Hundes negativ beeinflusst. Schlafstérungen sowie die
finanzielle und zeitliche Belastung durch die Therapie scheinen hier die starkste
Rolle zu spielen (LINEK & FAVROT, 2010).

Es ist bei Hunden deutlich schwieriger als beim Menschen, solide Daten zur
Epidemiologie zu gewinnen, da in den meisten Fallen die Risikopopulation
unbekannt ist. Wenn tberhaupt eine Vergleichsgruppe zur Verfugung steht, dann
besteht diese in den meisten Fallen aus der Klinikpopulation. Dies verfalscht das
Ergebnis insofern, als dass somit nicht alle vollstandig gesunden Hunde mit
einbezogen werden, sondern nur Hunde, die zum Impfen oder zur allgemeinen
Gesundheitsvorsorge vorgestellt werden (PICCO et al., 2008). Bei einigen Studien
zeigt sich als weiteres Problem, dass die canine AD bei den Hunden der
Studienpopulation nicht von den Autoren selbst diagnostiziert wurde, sondern dies
auch dermatologisch weniger gelibten Tierérzten Uberlassen blieb. Da die canine
AD aber per Ausschlussdiagnose festgestellt wird (DEBOER & HILLIER, 2001b),
ist nicht klar, ob andere Erkrankungen wie Ektoparasiten oder Sekundérinfektionen
in jedem Fall hinreichend ausgeschlossen wurden. Obwohl in der Literatur
gelegentlich angegeben wird, dass 3-15% der Hunde von einer AD-Erkrankung
betroffen sind, sind die genaue Pravalenz und Inzidenz der caninen AD aus diesen
Grunden immer noch unbekannt (HILLIER & GRIFFIN, 2001).

In einer 2006 verdffentlichen Studie wurde versucht, die Inzidenz der caninen AD
in Schweden anhand von Daten einer groRen Versicherungsgesellschaft, die ca.
30% der schwedischen Hundepopulation abdeckt, zu berechnen. Die Autoren
kamen zu dem Schluss, dass in einem Jahr 1,7 von 1000 Hunden an caniner AD
erkranken. Allerdings wurde auch hier die Diagnostik der Hunde nicht von den
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Autoren  selbst  durchgefiihrt.  Stattdessen  bedienten sich  diese der
Versicherungsanspriiche der Hundehalter, die Diagnosen wurden also von
allgemeinen Tierdrzten gestellt. Hunde mit weniger spezifischen Diagnosen wie
»Allergische Dermatitis™ 0.4. wurden nicht mit in die Studie aufgenommen.
Insofern kann davon ausgegangen werden, dass die tatsachliche Inzidenz hoher
liegt. Die Préavalenz wurde in dieser Studie nicht bestimmt; da die canine AD jedoch
eine chronische Erkrankung ist, ist anzunehmen, dass die Pravalenz hoher als ihre
Inzidenz ist. Allerdings kommen die Autoren zu dem Schluss, dass bei der
errechneten Inzidenz die Prévalenz niedriger als die haufig erwahnten 3-15% liegen
muss (NGDTVEDT et al., 2006).

Eine der wenigen Studien, in der viele der beschriebenen Probleme so gut wie
mdoglich ausgeschlossen wurden, stammt aus der Schweiz (PICCO et al., 2008). Die
Studienpatienten wurden in dieser Untersuchung von elf dermatologisch erfahrenen
Tierdrzten in acht Uber die Schweiz verteilten Kliniken untersucht und
diagnostiziert. Dabei wurde festgestellt, dass von allen allergischen Hunden 70,7%
an einer Umweltallergen-induzierten AD (non-food-induced allergic dermatitis =
NFIAD) und 25,1% an einer Futtermittelallergen-induzierten AD (food-induced
allergic dermatitis = FIAD) litten. 4,2% der Hunde waren scheinbar von beiden
Formen betroffen. Bei lber einem Viertel der an caniner AD leidenden Hunde

scheint die Erkrankung also mit Futtermittelallergenen assoziiert zu sein.

Sowohl in der NFIAD- als auch in der FIAD-Gruppe waren etwa 80% der Hunde
vor Erkrankungsbeginn junger als drei Jahre. Auch die canine AD ist somit eine
Erkrankung, die, wie ihr humanes Pendant, schon bei jungen Individuen auftritt.
Dabei sind futtermittelallergische Hunde bei Beginn der Erkrankung i.d.R. noch
etwas junger als Hunde mit NFIAD, fast die Halfte (48%) entwickelt Symptome
vor dem ersten Geburtstag (Hunde mit NFIAD: 16%) (PICCO et al., 2008).

Wie erwartet, konnte bei den Hunden mit FIAD beziglich der Symptome keine
Saisonalitat festgestellt werden. Aus der NFIAD-Gruppe lieRen dagegen 35% der
Hunde eine Saisonalitat erkennen; 92% dieser Hunde zeigten klinische Symptome
in Frahling und/oder Sommer, 8% wahrend des Winters. Saisonalitat und Alter bei
Krankheitsbeginn waren nicht korreliert (PICCO et al., 2008).

In Schweden scheinen im Herbst geborene Hunde ein erhohtes Risiko fur eine AD-

Erkrankung zu haben. Dies konnte sich nach Meinung der Autoren so erklaren, dass
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die meisten atopischen Hunde in Schweden auf Hausstaubmilben
(Dermatophagoides farinae) allergisch sind. Ein im Herbst geborener Hund wird
in seinen ersten sechs Lebensmonaten verh&ltnisméRig mehr Zeit im Haus
verbringen und somit mehr Hausstaub und Hausstaubmilben ausgesetzt sein als
Welpen, die zu anderen Jahreszeiten geboren werden. Die Vermeidung von
Allergenen im frihen Leben eines Hundes kdnnte dementsprechend einen
schitzenden Effekt haben. Alternativ konnte das Leben im Freien wéhrend der
ersten Lebensmonate eine hohere Exposition gegenuber bakteriellen Organismen
bedeuten, die dann eine allergische Reaktion hemmen konnte (N@DTVEDT et al.,
2006).

Ebenso wie in der Humanmedizin konnte das Leben in einer urbanen Umgebung
als Risikofaktor fiir die Erkrankung identifiziert werden (NGDTVEDT et al., 2006;
MEURY et al., 2011).

Als protektiver Faktor fiir die Welpen wurde dagegen das Fiittern der laktierenden
Hindin mit einer selbstgekochten Diéat festgestellt. Mdglicherweise ist dies mit
einer vermehrten Anwesenheit von Mikroorganismen im Futter zu erkléren
(NGDTVEDT et al., 2007). Und auch eine Verabreichung von Probiotika an die
Mutterhlndin wéhrend der Tréchtigkeit und an die Welpen wahrend der ersten
sechs Lebensmonate scheint die Klinischen Anzeichen der AD bei den
Nachkommen reduzieren zu konnen (MARSELLA et al., 2012b). Beide Ergebnisse

unterstiitzen die Hygienehypothese.

MEURY et al. (2011) stellten fest, dass das Zusammenleben mit anderen Hunden
und Katzen ebenfalls einen protektiven Effekt hat. In einer anderen Studie war dies
jedoch nicht der Fall. Und auch Faktoren wie Aufzuchtumgebung, Entwurmung
und Impfung wahrend der Trachtigkeit und in den ersten Lebenswochen hatten in
dieser Untersuchung keinen Einfluss auf die Haufigkeit der AD bei den Welpen
(N@DTVEDT et al., 2007).

Wie beim Menschen, konnte fiir die canine AD keine Geschlechtspréadisposition
festgestellt werden (NGDTVEDT et al., 2006; PICCO et al., 2008). Dagegen
konnten Rassepradispositionen fur die canine AD bestehen. In der Schweiz
scheinen besonders haufig West Highland White Terrier, Boxer, Franzdsische
Bulldogge, Magyar Vizsla, Bullterrier und Rhodesian Ridgeback betroffen zu sein.

Allerdings ist nicht Klar, inwieweit sich diese Informationen auf andere Lander
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ubertragen lassen, da Rassepradispositionen in unterschiedlichen geographischen
Regionen zu variieren scheinen (JAEGER et al., 2010). So konnten in Schweden
Bullterrier, Welsh Terrier, Boxer, West Highland White Terrier und Deutscher
Schéferhund als préadisponierte Rassen identifiziert werden (N@GDTVEDT et al.,
2006).

1.3. Pathogenese

1.3.1. Pathogenese der humanen atopischen Dermatitis

In der Vergangenheit wurde die AD als primar immunologische Erkrankung mit
der Tendenz zu einer T-Helfer-2 (Th2)-polarisierten Immunitdt und starker
Produktion von IgE-Antikorpern betrachtet. Auch heute noch beschreiben viele
Bicher und Fachartikel die AD als Th2-Erkrankung (YAMANAKA &
MIZUTANI, 2011; BIEBER, 2013; EYERICH & NOVAK, 2013;
WOLLENBERG & FEICHTNER, 2013). Allerdings ist inzwischen Kklar, dass diese
Sicht die Pathogenese zu sehr vereinfacht (BIEBER, 2013). Tatsachlich stellt sie
ein komplexes Mosaik aus Stérungen der angeborenen und erworbenen Immunitat,
Beeintrachtigungen der Hautbarriere, verringerter Vielfalt des Hautmikrobioms
sowie Hautkolonialisierungen und -infektionen mit pathogenen Mikroorganismen
dar (BIEBER, 2013; KUO et al., 2013; MCALEER & IRVINE, 2013). Neben den
Fehlfunktionen des Immunsystems wird v.a. den Hautbarrierestérungen eine
entscheidende Rolle in der Initiierung der Erkrankung zugesprochen. Welche dieser
beiden Stérungen — die des Immunsystems oder die der Hautbarriere — am Beginn
der Erkrankung steht, wird allerdings nach wie vor diskutiert (BOGUNIEWICZ &
LEUNG, 2011; KUO et al., 2013). Wie bereits erwéhnt, wurde friher davon
ausgegangen, dass die AD eine primar immunologische Erkrankung ist, die Uber
eine Th2-dominierte Immunitét zur IgE-mediierten Sensibilisierung fiihrt und bei
der es durch die Entzindung sekunddr zu Hautbarriereschadigungen kommt
(Inside-Out-Hypothese). Inzwischen gibt es aber auch Verfechter der sogenannten
Outside-In-Hypothese. Diese geht davon aus, dass zunéchst die epidermale Barriere
gestort ist und so Allergene (und Pathogene) leichter eindringen und zu
Sensibilisierungen und Stérungen des Immunsystems fiihren konnen (BIEBER,
2008; BRANDT & SIVAPRASAD, 2011; KUO et al., 2013).

Unabhéngig davon, welche Hypothese nun korrekt ist, wird im Allgemeinen davon

ausgegangen, dass es in der Phase der Sensibilisierung durch eine Beeintrachtigung
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der epidermalen Barriere (auf die spater noch néher eingegangen wird) zu einem
erleichterten und verstarkten Eindringen von Allergenen in die Haut kommt. Dort
werden sie von antigenprasentierenden Zellen (APCs), wie beispielsweise
Langerhanszellen (einer Art von dendritischen Zellen der Haut), aufgenommen. Die
APCs wandern anschlieBend in den regionalen Lymphknoten, wo sie das Allergen
naiven T-Zellen préasentieren (LARCHE et al.,, 2006; LOEWENSTEIN &
MUELLER, 2009). In welche Richtung die Differenzierung der T-Zellen nun
ablauft — zu T-Helfer-1 (Th1)- oder Th2-Zellen — h&dngt davon ab, welche weiteren
Informationen die naiven T-Zellen erhalten. Liegt eine Neigung zur Th2-Immunitat
vor, schitten die dendritischen Zellen (DCs) das Zytokin Interleukin (IL)-4 aus.
Dies veranlasst die T-Zellen, sich in allergenspezifische Th2-Zellen zu
differenzieren und hemmt gleichzeitig die Th1-Differenzierung (PALUDAN, 1998;
SCHUTT & BROKER, 2011).

Es ist bekannt, dass die Neigung zur Th2-Immunitéat sowie die Dominanz der Th2-
assoziierten Zytokine bei an AD erkrankten Individuen teilweise genetisch bedingt
sind (z.B. Uber gain-of-function-Polymorphismen in einer Untereinheit des IL-4-
Rezeptors) (BIEBER, 2008; EYERICH & NOVAK, 2013). Aber auch andere
Faktoren spielen hierbei eine Rolle. So schitten beispielsweise die Keratinozyten
in der Haut AD-erkrankter Patienten gro3e Mengen des Zytokins ,,thymic stromal
lymphopoietin“ (TSLP) aus. Dieses regt DCs an, eine Th2-Antwort einzuleiten
(BIEBER, 2008; YAMANAKA & MIZUTANI, 2011). Auch Hautverletzungen
oder Staphylokokken-Produkte koénnen die Ausschuttung von TSLP induzieren
(EYERICH & NOVAK, 2013). Aullerdem findet im peripheren Blut an AD
erkrankter Patienten eine verstarkte Apoptose von Th1-Zellen statt, wahrend Th2-
Zellen konserviert werden (HARSKAMP & ARMSTRONG, 2013). Nicht zuletzt
gibt es auch Hinweise darauf, dass Allergene selbst, also z.B. Pollen, eine Th2-
Antwort begunstigen, indem sie beispielsweise 1L-12 blockieren, welches
ublicherweise fiir eine Differenzierung naiver T-Zellen zu Th1l-Zellen sorgt
(BIEBER, 2008; EYERICH & NOVAK, 2013). Allerdings sind die Mechanismen
hinter der Dominanz der Th2-Antwort nach wie vor nicht vollstdndig aufgeklart
(GROS et al., 2011).

Erkennen nun naive T-Zellen unter dem Einfluss von IL-4 ihr spezifisches Antigen
auf den dendritischen Zellen, werden sie aktiviert. Es kommt zur klonalen
Expansion, zur Differenzierung in allergenspezifische Th2-Zellen und zur Bildung
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allergenspezifischer T-Gedé&chtniszellen. Wird den Th2-Zellen ihr spezifisches
Allergen erneut présentiert, sezernieren sie ihre charakteristischen Zytokine,
darunter IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 (PALUDAN, 1998; LARCHE et al., 2006;
SCHUTT & BROKER, 2011). IL-5 ist entscheidend fiir die Aktivierung,
Proliferation und Rekrutierung eosinophiler Granulozyten (BRANDT &
SIVAPRASAD, 2011). Die Erh6hung der Botenstoffe IL-4, IL-9 und IL-13 fiihrt
dagegen zu einer Verstarkung der Mastzellaktivierung, zur weiteren Verstarkung
der Differenzierung naiver T-Zellen in Th2-Zellen sowie zur Hemmung der Th1l-
Differenzierung (PALUDAN, 1998; LARCHE et al., 2006). Zusatzlich kommt es
zu einer Beeintrachtigung der Hautbarriere, u.a. durch verringerte Ceramid- und
Filaggrin-Expression (HOWELL et al., 2009; LEVIN et al., 2013). Eine weitere,
entscheidende Konsequenz der Erhohung von IL-4 und IL-13 liegt in einer klonalen
Expansion allergenspezifischer B-Zellen sowie in der Herbeifiihrung eines
Immunglobulin-Klassenwechsels (sog. isotype switching) zu IgE. Aullerdem
werden allergenspezifische IgE+B-Gedachtniszellen gebildet (LARCHE et al.,
2006). So kommt es in der Folge zur Produktion grofer Mengen von
allergenspezifischem IgE durch Plasmazellen. Die IgE-Antikorper binden u.a. an
den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI auf der Oberfliche von Mastzellen und
basophilen Granulozyten und sensibilisieren sie somit (LARCHE et al., 2006). Die
antigenprésentierenden Zellen AD-Erkrankter, v.a. die dendritischen Zellen,
exprimieren ebenfalls grole Mengen FceRI. Durch Bindung von IgE an diese
Rezeptoren kommt es zu einer Vereinfachung der Allergenaufnahme
und -prasentation und damit zu einer weiteren Verstarkung der Th2-dominierten
Entzindung (AGRAWAL et al., 2011).

Dringen Allergene anschlieRend erneut durch die Haut ein, kommt es zur Typ-I-
Hypersensitivitatsreaktion (auch Soforttyp genannt). Durch Quervernetzung der
IgE-FceRI-Komplexe auf der Oberflache von sensibilisierten Mastzellen und
basophilen Granulozyten durch Allergene kommt es zur Degranulation dieser
Zellen und damit zur Freisetzung von vasoaktiven Aminen (v.a. Histamin),
Prostaglandinen, Leukotrienen sowie Chemokinen und anderer Zytokine (darunter
wiederum auch IL-4, IL-5 und IL-13). Diese Substanzen fuhren zu den
unmittelbaren Symptomen einer allergischen Reaktion, wie Odem, Juckreiz,
Nesselsucht und Anaphylaxie. Die Reaktion vom Soforttyp tritt innerhalb der ersten
Stunde nach Allergenkontakt auf (LARCHE et al., 2006; LOEWENSTEIN &
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MUELLER, 2009).

Unter dem Einfluss der ausgeschitteten Chemokine und Zytokine migrieren
weitere Entziindungszellen an den Ort der Allergenexposition, wo eine Aktivierung
der Endothelzellen und Expression von Adhésionsmolekilen die Anheftung und
Exozytose dieser Zellen erlaubt (LARCHE et al., 2006; LOEWENSTEIN &
MUELLER, 2009). Die Th2-Zellen expandieren nach Erkennen ihres von APCs
prasentierten spezifischen Allergens klonal und sezernieren ihre charakteristischen
Zytokine. Die eosinophilen Granulozyten, Mastzellen und basophilen
Granulozyten degranulieren nach Bindung der Allergene. All diese Prozesse flihren
zur Entzindung und den klassischen klinischen Symptomen einer Typ-IV-
Hypersensitivitatsreaktion (auch Spattyp genannt), die sich als Odem, Schmerz,
Warme und Rétung zeigen. Die klinischen Manifestationen dieser Reaktion haben
ihren Hohepunkt i.d.R. sechs bis neun Stunden nach Allergenexposition und
klingen nach 24 bis 48 Stunden wieder ab (LARCHE et al., 2006; LOEWENSTEIN
& MUELLER, 2009).

Die Kombination aus einer Stérung der Hautbarriere und dem nachfolgend
leichteren Eindringen von Allergenen sowie der Th2-dominierten Entzindung fuhrt
damit zu einer gesteigerten allergischen Sensibilisierung und Produktion von IgE-
Antikorpern (LEVIN et al., 2013). So sind IgE-Blutspiegel bei Erkrankten hdufig
erhoht (YAMANAKA & MIZUTANI, 2011). Allerdings gilt dies nur flr den
sogenannten extrinsischen Typ der AD, bei dem groRRe Mengen an IgE-Antikdrpern
vorkommen. Beim intrinsischen Typ liegen nur wenig IgE sowie weniger IL-4 und
IL-13 vor. Die Expression des Thl-assoziierten Zytokins Interferon (IFN)-y ist
dagegen gesteigert. Der Mechanismus der intrinsischen AD ist noch nicht
vollstandig aufgeklart und soll hier nicht weiter besprochen werden (NOVAK &
BIEBER, 2011).

Wie bereits erwahnt, ist inzwischen jedoch klar, dass die klassische Ansicht der AD
als Th2-bestimmte Erkrankung auch beim extrinsischen Typ nur zu einem gewissen
Grad zutrifft (EYERICH & NOVAK, 2013). In frihen Phasen der Entzlindung sind
in der Haut tats&chlich vor allem Th2-Zellen und erhéhte Level ihrer Zytokine IL-
4, IL-5 und IL-13 anzutreffen, die Thl-Immunantwort ist dagegen reduziert
(YAMANAKA & MIZUTANI, 2011; EYERICH & NOVAK, 2013; HARSKAMP
& ARMSTRONG, 2013). In chronischen Lasionen &ndert sich das Bild jedoch: dort
dominieren Th1-Zellen, aber auch Th17- und Th22-Zellen kommen vor (EYERICH
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& NOVAK, 2013). Wie genau es zu diesem Wechsel der Polarisierung kommt, ist
noch nicht ganz klar; vermutlich wird dieses Phanomen des biphasischen Verlaufs
von Umweltfaktoren, v.a. mikrobiellen Substanzen, beeinflusst und vorangetrieben
(EYERICH & NOVAK, 2013). Bekannt ist, dass es in der Haut an AD erkrankter
Patienten verschiedene Subtypen dendritischer Zellen gibt (YAMANAKA &
MIZUTANI, 2011). In nicht-lasionaler Haut und in akuten Lasionen finden sich
vornehmlich  die  ,klassischen  FceRI-positiven, Langerin-positiven
Langerhanszellen, welche eine Th2-polarisierte Immunreaktion beglnstigen. In
chronischen L&sionen kommt dagegen ein charakteristischer inflammatorischer
Subtyp vor: FceRI-positive, Langerin-negative DCs, die als ,,inflammatory
dendritic epidermal cells“ (IDECs) bezeichnet werden (YAMANAKA &
MIZUTANI, 2011; EYERICH & NOVAK, 2013). IDECs produzieren
verschiedene proinflammatorische  Zytokine, darunter IL-1, IL-6 und
Tumornekrosefaktor (TNF)-o sowie 1L-12 und 1L-18 (BIEBER, 2008). Werden
naive T-Zellen unter dem Einfluss der beiden letztgenannten Zytokine durch ihr
(von IDECs préasentiertes) spezifisches Allergen stimuliert, differenzieren sie sich
zu Thil-Zellen (YAMANAKA & MIZUTANI, 2011). Zu den inflammatorischen
Effekten der Thl-Zellen gehdren die Einleitung der Apoptose von Keratinozyten
(und damit eine Schadigung der Hautbarriere) sowie die Freisetzung von
Chemokinen und proinflammatorischen Zytokinen, darunter TNF- und IFN-y
(PALUDAN, 1998; LARCHE et al., 2006). IFN-y, das ,Leitzytokin“ von Thl-
Zellen, steigert wiederum die Expression von IL-12, stabilisiert Th1-Zellen, fordert
die Makrophagenaktivierung und fihrt zur Fibrosierung (PALUDAN, 1998;
YAMANAKA & MIZUTANI, 2011). Andererseits kann IFN-y jedoch auch die
Produktion von IgE inhibieren und die Th2-Differenzierung hemmen (PALUDAN,
1998; HARSKAMP & ARMSTRONG, 2013).

So kommt es, dass in chronischen Lé&sionen eine erhohte Expression von IFN-y, IL-
12 und Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor = GM-CSF) feststellbar ist (BIEBER, 2008).
Nichtsdestotrotz sind aber auch IL-4 und IL-5 in chronischen Ld&sionen im
Vergleich zu nicht-lasionaler Haut an AD erkrankter Menschen oder zur Haut
gesunder Menschen erhéht. Allerdings ist die IL-4-Expression in akuten Lasionen
hoher als in chronischen Léasionen (HARSKAMP & ARMSTRONG, 2013). Das

Fortbestehen der Erkrankung héngt also vermutlich sowohl von den Th2- wie auch
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von den Thl-Immunantworten ab (YAMANAKA & MIZUTANI, 2011).

In den vergangenen Jahren ist jedoch noch eine weitere Gruppe von T-Zellen in den
Fokus der Wissenschaft gertickt: die der regulatorischen T-Zellen (Treg). Treg-
Zellen sind eine heterogene Untergruppe der T-Lymphozyten mit starken
immunsuppressiven Eigenschaften (HONDA et al., 2011). Man ist sich einig, dass
sie die Th2-Immunantwort auf Allergene in vitro hemmen kdénnen und eine
wichtige Rolle in der Modulation von Immunantworten auf Allergene spielen
(AGRAWAL et al, 2011). Ihre Abwesenheit fuhrt zu schweren
Autoimmunkrankheiten und Allergien (ZIELINSKI et al., 2012). Des Weiteren
pradisponiert eine durch genetische oder Umwelteinflisse reduzierte Anzahl
regulatorischer T-Zellen zu einer AD-Erkrankung frih im Leben (EYERICH &
NOVAK, 2013).

Innerhalb der regulatorischen T-Zellen werden verschiedene Subpopulationen
unterschieden, die sich grob in ,,natiirliche” und ,,adaptive” Treg-Zellen einteilen
lassen. Bei den natirlichen Treg-Zellen handelt es sich um eine aus dem Thymus
stammende, individuelle, reife T-Zellsubpopulation, welche durch die Expression
der a-Kette des IL-2-Rezeptors (Cluster of differentiation 25 = CD25) sowie des
Transkriptionsfaktors Foxp3 (forkhead box p3) auffallt (AGRAWAL et al., 2011;
LOSER & BEISSERT, 2012). Sie sezernieren diverse Zytokine wie 1L-10 und
Transforming growth factor (TGF)-p (LOSER & BEISSERT, 2012). Diese
CD25+Foxp3+Treg-Zellen machen ca. 5-10% aller CD4+T-Zellen im gesunden
Menschen aus (LOSER & BEISSERT, 2012). Die adaptiven Treg-Zellen werden
dagegen in der Peripherie induziert. Innerhalb dieser Gruppe gibt es vermutlich
mehrere Subtypen, darunter auch die CD25-negativen und Foxp3-negativen Typ 1
regulatorischen (Trl)-Zellen. Diese Trl-Zellen sind in vitro induzierbar durch
Antigenstimulation naiver T-Zellen im Beisein von IL-10. Sie sezernieren IL-10
und TGF-f und hemmen antigenspezifische Immunantworten so in
zytokinabhangiger Weise (AGRAWAL et al., 2011; HONDA et al., 2011). Sie
kénnen allerdings auch andere Effektorzytokine, wie IFN-y, produzieren
(ZIELINSKI et al., 2012).

Leider ist es verhdltnismaBig schwierig, das Vorkommen und die
Wirkmechanismen der Treg-Zellen zu erforschen (AGRAWAL et al., 2011). Dies
liegt zundchst einmal an der beraus heterogenen Natur dieser Zellen. Neben dem

Vorkommen verschiedener Subpopulationen wird das Bild auch noch dadurch
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verkompliziert, dass sich Treg-Zellen in einem proinflammatorischen Milieu
vermutlich in Thl-, Th2- oder Th17-Zellen umwandeln kdnnen (AGRAWAL et al.,
2011; LOSER & BEISSERT, 2012). Und dieser VVorgang scheint auch wieder in
die andere Richtung ablaufen zu kdnnen (AGRAWAL et al., 2011). Das zweite
Problem besteht in einem Mangel an charakteristischen, verlasslichen
Oberflachenmarkern. So kénnen sowohl CD25 als auch Foxp3 ebenso in ruhenden
Effektor-T-Zellen induziert werden. Es wurden zwar noch weitere Marker
untersucht, aber bislang war es nicht moglich, einen exklusiv bei Treg-Zellen
vorkommenden Marker zu identifizieren (AGRAWAL et al., 2011).

Obwohl die Suppressionsmechanismen der Treg-Zellen nach wie vor diskutiert
werden, konnten durch in vitro-Studien doch zwei Hauptmechanismen identifiziert
werden, die bei ihrer Suppressionsfunktion eine Rolle zu spielen scheinen: direkte
Suppression der T-Zellen und indirekte Suppression durch Beeinflussung der
antigenprasentierenden Zellen (AGRAWAL et al., 2011). Eine direkte Hemmung
kann z.B. durch l6sliche Faktoren wie IL-10 und TGF-f oder durch Produktion von
Adenosin (welches die Adhésion von Effektor-T-Zellen an entziindetes Endothel
beeintrachtigt) vermittelt werden (AGRAWAL et al., 2011; ZIELINSKI et al.,
2012). Andererseits scheinen aber auch zellkontaktvermittelte Faktoren, wie
Granzym/Perforin, welche zur Zelllyse der Effektor-T-Zellen fiihren kdnnen,
Bedeutung zu haben (AGRAWAL et al., 2011; HONDA et al., 2011). Mittels
Beeintrachtigung der APC-Funktion, beispielsweise durch Herabregulation
costimulatorischer Molekile, kdnnen sie die T-Zellproliferation dagegen indirekt
hemmen (HONDA et al., 2011). Des Weiteren konnen Treg-Zellen dendritische
Zellen dazu stimulieren, Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) zu exprimieren. Das
Enzym IDO katabolisiert die Umwandlung von Tryptophan zu Kynurenin, welches
v.a. fir T-Zellen toxisch ist (HONDA et al., 2011; LOSER & BEISSERT, 2012).
Inwieweit diese in vitro-Mechanismen jedoch in vivo und bei bestimmten
Krankheiten eine Rolle spielen, ist — aus den oben genannten Griinden — bislang
unklar (AGRAWAL et al., 2011). Auf die beiden regulatorischen Zytokine TGF-p
und IL-10 soll im Folgenden noch n&her eingegangen werden.

TGF-p ist ein pleiotropes Zytokin, welches nicht nur von Treg-Zellen sezerniert
wird, sondern auch von vielen anderen Zelltypen konstitutiv produziert wird. VVor
allem zwischen dendritischen Zellen und TGF- herrscht ein komplexes Verhéltnis,
da diese Zellen sowohl Ursprung als auch Ziel von TGF-p sein koénnen. In
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Anwesenheit von TGF-B nehmen DCs einen regulatorischen Phénotyp an, in
welchem sie eine tolerogene Immunantwort férdern. So fihrt TGF-p in DCs zu
einer Reduktion der Expression proinflammatorischer Botenstoffe wie TNF-a und
IL-12; die Produktion regulatorischer Zytokine wie TGF- wird dagegen stimuliert.
TGF-B fiihrt auBerdem zu einer Hemmung der T-Zellaktivierung und Thl- und
Th2-Polarisierung, zur Induktion regulatorischer T-Zellen sowie mdglicherweise
zur Umwandlung von CD4+Zellen in Treg-Zellen. Die Expression des oben bereits
beschriebenen Enzyms IDO wird durch TGF-B ebenfalls gesteigert. Auf der
anderen Seite kann TGF- in Kombination mit IL-6 aber auch die Differenzierung
naiver T-Zellen zu Th17-Zellen induzieren (SEEGER et al., 2015)

IL-10 kann ebenfalls nicht nur von Treg-Zellen, sondern auch von anderen
Zelltypen, wie Th2-Zellen, sezerniert werden (BRANDT & SIVAPRASAD, 2011).
Seine  Wirkungen sind vielfaltig; so kann [IL-10 die Aktivierung und
Zytokinproduktion von Mastzellen, das Uberleben und die Zytokinproduktion von
Eosinophilen, die Produktion von IL-5, die Funktion der APCs, die Expression von
Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex = MHC)-
Klasse 1I- und costimulatorischen Molekilen sowie die Aktivierung von Th2-
Zellen hemmen. Des Weiteren verstarkt es den Immunglobulinklassenwechsel in
B-Zellen und fordert moglicherweise die Induktion IL-10 sezernierender Treg-
Zellen (HAWRYLOWICZ & O'GARRA, 2005; LOEWENSTEIN & MUELLER,
2009). Fir IL-10 gibt es die verlasslichsten Hinweise auf eine kontrollierende
Funktion gegenuber T-Zellantworten in vivo. So zeigen allergische Patienten im
Vergleich zu gesunden Individuen eine Abnahme der Rate zwischen zirkulierenden
allergenspezifischen IL-10- und IL-4-sezernierenden T-Zellen. AuRerdem scheint
eine negative Korrelation zwischen IL-10-Level und klinischem Schweregrad der
AD zu bestehen (BRANDT & SIVAPRASAD, 2011). Dies konnte darauf
hinweisen, dass ein gestortes Gleichgewicht zwischen IL-10 sezernierenden Treg-
Zellen und Th2-Zellen in der Entwicklung allergischer Erkrankungen eine
entscheidende Rolle spielt (AGRAWAL et al., 2011).

Ansonsten gibt es — mdoglicherweise aufgrund der oben beschriebenen
Schwierigkeiten beziiglich der Identifizierung von Treg-Zellen — widersprichliche
Ergebnisse aus Studien. So berichten einige von einer erhdhten Anzahl an Treg-
Zellen im peripheren Blut von AD-Patienten (OU et al., 2004), in anderen Studien
konnten dagegen ahnliche Zahlen bei AD-Patienten und gesunden Menschen
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festgestellt werden (VERHAGEN et al., 2006). Ahnlich unklar ist das Bild in Bezug
auf das Vorkommen von Treg-Zellen in AD-assoziierten Hautlasionen. Wéhrend in
diesen ursprunglich zwar IL-10-sezernierende Tr1-Zellen gefunden wurden, jedoch
keine CD25+Foxp3+Treg-Zellen (VERHAGEN et al., 2006), konnten spéter doch
auch CD25+Foxp3+Treg-Zellen nachgewiesen werden (SCHNOPP et al., 2007).
Diese nicht Ubereinstimmenden Ergebnisse konnten auf gemischte Populationen
von aktivierten Effektor-T-Zellen (die auch CD25 und Foxp3 exprimieren kdnnen)
und regulatorischen T-Zellen hinweisen. Andererseits koénnten aber auch
verschiedene Probezeitpunkte und Therapieprotokolle eine Rolle spielen, da
bekannt ist, dass viele der Ublicherweise bei der AD-Behandlung eingesetzten
Medikamente wie Cyclosporin oder Glukokortikoide die Treg-Zellzahl
beeinflussen konnen (AGRAWAL etal., 2011; BRANDT & SIVAPRASAD, 2011;
LOSER & BEISSERT, 2012).

Es besteht jedoch auch die Mdéglichkeit, dass bei der AD nicht (nur) die reduzierte
Anzahl an Treg-Zellen, also eine Treg-Zelldefizienz, zu Problemen in der
Immunregulation fihrt, sondern dass auch Funktionseinschrdnkungen der
vorhandenen Treg-Zellen eine Rolle spielen (AGRAWAL et al., 2011). Wenn Treg-
Zellen in die Haut migrieren, werden sie dort einer Vielzahl von Substanzen
ausgesetzt, darunter Umweltallergenen, Zytokinen und bakteriellen Produkten. All
diese Molekile konnten die Funktionstuchtigkeit der Treg-Zellen einschranken
(AGRAWAL et al., 2011). So konnte beispielsweise festgestellt werden, dass in
Pollen-allergischen Individuen die Treg-mediierte Suppression von Th2-
Zytokinantworten auf Allergene beeintréchtigt ist (LING et al., 2004). Des
Weiteren konnte in einer Studie TSLP die IL-10-Produktion pulmonaler Treg-
Zellen einschranken und somit ihre suppressiven Eigenschaften hemmen
(NGUYEN et al, 2010). Und nicht zuletzt wurde auch fir
Staphylokokkenenterotoxin B (ein Superantigen) nachgewiesen, dass dieses zu
einem Verlust der immunsuppressiven Eigenschaften von Treg-Zellen fiihren kann
(OU et al., 2004).

Doch unabhangig davon, wie genau die Wirkung der Treg-Zellen in vivo zustande
kommt und inwiefern diese Wirkung bei der AD gestort ist, es bestehen kaum
Zweifel daran, dass regulatorische T-Zellen und Zytokine in der Pathogenese der
AD und in der Anpassung von Immunantworten auf Allergene eine entscheidende
Rolle spielen (AGRAWAL et al., 2011). Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung
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von Treg-Zellen findet sich in Studien, die den Wirkmechanismus der Allergen-
Immuntherapie (AIT) untersuchten. Hier zeigte sich, dass das Auftreten von Treg-
Zellen wéhrend der Therapie die Entwicklung einer Allergentoleranz widerspiegelt
(AGRAWAL et al., 2011).

Doch auch eine beeintrachtigte epidermale Barriere spielt, wie anfangs bereits
erwahnt, eine Schlusselrolle in der Pathogenese der AD. Als eine der grolten
Kontaktflachen des Immunsystems zur Umwelt halt sie die meisten Stimuli von den
Immunzellen ab und trégt zur Erhaltung der Flussigkeits- und Elektrolythomdostase
bei. Verschiedene Komponenten dieser Barriere sind bei der AD allerdings
veréndert, so dass ihre protektiven Funktionen teilweise verloren gehen. Einige
dieser epidermalen  Stérungen sind genetisch  pradisponiert, andere
Umwelteinflissen geschuldet oder immunologisch bedingt (EYERICH &
NOVAK, 2013).

So kann bei an AD erkrankten Menschen beispielsweise ein Ceramid-Mangel in
der Haut festgestellt werden. Ceramide umgeben im Stratum corneum die
Korneozyten wie eine Schutzschicht und tragen zur Wasserundurchléssigkeit der
Hautbarriere bei. Ein Mangel an Ceramiden fiihrt dementsprechend zu einer
Beeintrachtigung der Hautbarriere und wird mit fur die charakteristische trockene
Haut AD-erkrankter Patienten verantwortlich gemacht (OHNISHI et al., 1999).
Dieser Ceramid-Mangel kann nun einerseits immunologisch bedingt sein, da IL-4,
wie bereits erwahnt, die Ceramid-Produktion hemmen kann (LEVIN et al., 2013).
Andererseits konnen aber beispielsweise auch Staphylokokken, die die Haut
sekundér infizieren, durch die Produktion von Ceramidasen den Ceramid-Gehalt
der Haut reduzieren (OHNISHI et al., 1999; BIEBER, 2008).

Die bekanntesten und mdoglicherweise wichtigsten Beispiele fiir Stérungen der
Hautbarriere, welche gleichzeitig die starkste genetische Assoziation mit der
atopischen Dermatitis aufweisen, sind jedoch die Funktionsverlust-Mutationen des
Filaggrin-Gens (FLG) (EYERICH & NOVAK, 2013). Filaggrin ist ein epidermales
Protein, welches Keratin-Filamente in straffe Blndel aggregiert (DALE et al.,
1997). Es spielt so eine wichtige Rolle bei der Formation der Korneozyten. Seine
Abbauprodukte wiederum dienen als Ultraviolett (UV)-B-Licht absorbierende
Chromophore und naturliche feuchtigkeitsspendende Faktoren. Sie tragen
aullerdem zum S&uremantel der Haut bei. Sie sind somit entscheidend fiir die

Aufrechterhaltung der epidermalen Homdoostase und schitzen die Haut vor einer
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Kolonialisierung mit pathogenen Mikroorganismen (THYSSEN & KEZIC, 2014).
FLG-Mutationen fihren zur Reduktion oder kompletten Abwesenheit von
epidermalem Filaggrin und seinen Abbauprodukten (SMITH et al., 2006; KEZIC
et al, 2011; THYSSEN & KEZIC, 2014). Diese Mutationen stellen bei
nordeuropdischen Menschen den grofiten Risikofaktor fiir eine Erkrankung an AD
dar. Betroffene zeigen einen frihen Krankheitsbeginn, einen schwereren Verlauf
und ein hoheres Risiko der IgE-mediierten Sensibilisierung (PALMER et al., 2006;
WEIDINGER et al., 2006; BROWN et al., 2007). Allerdings erkrankt nur ein Teil
der FLG-Mutationstrager an AD und nur etwa 30% der Patienten mit AD zeigen
eine FLG-Mutation (EYERICH & NOVAK, 2013; THYSSEN & KEZIC, 2014).
Bemerkenswerterweise kann jedoch auch bei AD-erkrankten Personen ohne FLG-
Mutation ein epidermaler Filaggrinmangel beobachtet werden (PELLERIN et al.,
2013). Noch ist nicht ganz klar, welche genauen Faktoren dazu fiihren, allerdings
scheinen Umweltfaktoren wie geringe Luftfeuchtigkeit, Exposition gegenuber
reizenden Stoffen und psychischer Stress den epidermalen Filaggrinspiegel zu
senken (KATAGIRI et al., 2003; CHOI et al., 2005; ANGELOVA-FISCHER et al.,
2014). Aber auch eine Th2-mediierte Entzindung, wie sie bei AD-Patienten
beobachtet wird, kann —wie bereits erwahnt — Filaggrin herabregulieren (HOWELL
et al., 2009; PELLERIN et al., 2013). Im Gegensatz dazu scheint das Th1-Zytokin
IFN-y die Filaggrin-Expression steigern zu konnen (HOWELL et al., 2009). Der
Filaggrin-Spiegel ist also nicht nur vom Mutationsstatus abhangig, sondern auch
von Entziindungen und exogenen Faktoren (THYSSEN & KEZIC, 2014).

Ein Filaggrin-Mangel flhrt direkt und indirekt zu einer reduzierten
Hautfeuchtigkeit, zu einem erhohten transepidermalen Wasserverlust sowie zu
einem erhohten pH-Wert der Haut (KEZIC et al., 2008; FLOHR et al., 2010;
GRUBER et al., 2011). Dieser Anstieg des pH-Werts kann (iber eine Aktivierung
von Kallikrein und TSLP zu einer Freisetzung von Juckreiz-induzierenden
Neuropeptiden und Th2-assoziierten Zytokinen fuhren (welche wiederum den
Filaggrin-Gehalt der Epidermis reduzieren) (YOO et al., 2005; WILSON et al.,
2013; THYSSEN & KEZIC, 2014). All diese Veranderungen konnen das
Eindringen von Allergenen in die Haut und somit die Sensibilisierung gegen diese
erleichtern (KAWASAKI et al., 2012). AuBerdem begunstigen sie eine
Kolonialisierung mit pathogenen Mikroorganismen (CAI et al., 2012). Es bildet
sich also ein Teufelskreis, welcher die Erkrankung vorantreibt (THYSSEN &
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KEZIC, 2014).

Aufgrund der oben beschriebenen Veranderungen ist die Haut AD erkrankter
Personen anfallig fur Sekundarinfektionen mit Bakterien und Hefepilzen (BIEBER,
2008; WOLLENBERG & FEICHTNER, 2013). So ist bei Gber 90% aller AD-
Patienten die Haut mit Staphylococcus aureus (S. aureus) kolonialisiert (BIEBER,
2008). Das Uberwuchern mit Staphylokokken kann klar mit einer Verringerung der
Vielfalt des Hautmikrobioms assoziiert werden. Ob dieser Diversititsverlust
allerdings einer Uberwucherung vorausgeht oder die Folge einer solchen ist, ist
noch unklar (WOLLENBERG & FEICHTNER, 2013). S. aureus kann
Hautbarriere-schadigende Ceramidasen sowie in vitro Protein-enthaltende Vesikel
produzieren, die zur Induktion verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie
TSLP fihren (OHNISHI et al., 1999; BIEBER, 2008; WOLLENBERG &
FEICHTNER, 2013). Es ist bekannt, dass TSLP (wie IL-31 auch) Uber eine
Wirkung auf sensorische Neuronen starken Juckreiz verursachen kann (WILSON
et al., 2013). Das Kratzen als Reaktion auf diesen Juckreiz wiederum erhéht die
Bindung von S. aureus an die Haut und schédigt die epidermale Barriere noch
weiter (BIEBER, 2008; BRANDT & SIVAPRASAD, 2011).

Ein weiterer entscheidender Punkt liegt in der Fahigkeit von Staphylokokken,
diverse Enterotoxine zu produzieren. Diese kdnnen als Superantigene fungieren
und T-Zellen unabhdngig von ihrer Spezifitdt stimulieren, so dass es zur
allergenunabhéngigen Proliferation von T-Zellen kommt (BIEBER, 2008;
EYERICH & NOVAK, 2013). AufRerdem induzieren die Enterotoxine
verschiedene  proinflammatorische  Zytokine, wie  beispielsweise  das
juckreizauslosende Zytokin IL-31 und das Thl7-assoziierte Zytokin IL-17
(EYERICH & NOVAK, 2013). Wie bereits erwéhnt, konnen sie auch zu einem
Verlust der immunsuppressiven Eigenschaften von Treg-Zellen fiihren (OU et al.,
2004). Und nicht zuletzt kdnnen in AD-Patienten regelméaRig IgE-Antikorper gegen
diese Enterotoxine festgestellt werden. Dabei ist deren Menge positiv mit dem
Schweregrad der Erkrankung korreliert (BIEBER, 2008; EYERICH & NOVAK,
2013). Zusammengefasst kommt es einerseits durch die Kolonialisierung mit
Bakterien und andererseits durch deren Produktion von Superantigenen und
anderen Substanzen u.a. zu einer Verstarkung der lokalen Entziindung sowie zu
einer weiteren Schadigung der Hautbarriere (BIEBER, 2008).

Zu guter Letzt soll noch erwéhnt werden, dass bei AD-Patienten neben IgE-
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Antikorpern auf Umwelt-, Lebensmittel- und bakterielle Allergene auch solche
vorkommen, die gegen Proteine aus eigenen Keratinozyten und Endothelzellen
gerichtet sind. Es wird angenommen, dass starkes Kratzen intrazellulére Proteine
aus diesen Zellen freisetzt. Diese kdnnten mikrobiellen Strukturen so dhnlich sein,
dass sie zur Induktion von IgE-AutoantikOrpern fihren. Etwa 25% aller
erwachsenen AD-Patienten weisen solche Antikorper auf. Der Serumlevel der IgE-
Autoantikdrper korreliert dabei positiv mit dem Schweregrad der Erkrankung. Es
besteht also die Moglichkeit, dass auch diese Antikorper gegen Eigenproteine an
der Aufrechterhaltung der allergischen Entziindung in der chronischen Phase
beteiligt sind (BIEBER, 2008; EYERICH & NOVAK, 2013).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Pathogenese der AD ein
multifaktorielles Geschehen ist. Die beteiligten Verdnderungen treten einerseits
genetisch bedingt auf, andererseits aber auch als Reaktion auf Umwelteinflisse. Zu
ihnen gehoren Stérungen der epidermalen Barriere und die Neigung zu einer Th2-
dominierten Immunantwort mit nachfolgend starker Produktion von IgE-
Antikorpern und Sensibilisierung auf Allergene. Im weiteren Verlauf der
Erkrankung kommt es allerdings, u.a. durch mikrobielle Substanzen, zu einer
zweiten Entzindungsphase, die nicht durch eine Th2-Immunantwort, sondern
vielmehr durch Thl-, Th17- und Th22-Zellen sowie moglicherweise durch
Autoantikdrper bestimmt wird (BIEBER, 2008; EYERICH & NOVAK, 2013). Des
Weiteren scheint auch ein gestortes Gleichgewicht zwischen regulatorischen T-
Zellen und Th2-Effektorzellen eine entscheidende Rolle zu spielen (AGRAWAL et
al., 2011).

1.3.2. Pathogenese der caninen atopischen Dermatitis

Die historisch akzeptierte Vorstellung der caninen AD sieht sie als klinische
Manifestation einer Typ-I-Hypersensitivitatsreaktion. Bei dieser binden, wie beim
Menschen, allergenspezifische IgE-Antikorper an die Oberflache von Mastzellen
der Haut. Bei erneutem Allergenkontakt werden die IgE-Antikorper quervernetzt,
was zur Degranulation der Mastzellen und somit zur Freisetzung von Mediatoren
wie Histamin fuhrt. Diese verursachen dann eine Entziindung und Juckreiz
(MARSELLA etal., 2012a).

Wie schon erwahnt, gibt es jedoch eine Gruppe von Hunden, bei denen keine

allergenspezifischen IgE-Antikorper nachgewiesen werden konnen; in einem
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solchen Fall spricht man auch beim Hund vom intrinsischen Typ der AD oder von
einer ,,Canine atopic-like dermatitis“ (HALLIWELL, 2006; MARSELLA et al.,
2012a). Noch ist unklar, ob das Scheitern des IgE-Nachweises in diesen Féllen
darauf zurlckzufuhren ist, dass die Allergie bei diesen Hunden gegen seltenere
Allergene gerichtet ist, die standardméafig nicht getestet werden, ob dies ein friihes
Krankheitsstadium  wiederspiegelt, zu dessen  Zeitpunkt noch keine
Sensibilisierungen aufgetreten sind, oder ob bei diesen Hunden die canine AD Uber
einen alternativen Weg zustande kommt. Das Vorkommen dieser intrinsischen
Form zeigt jedoch, dass IgE auch beim Hund nur ein Puzzleteil in der Pathogenese
der AD darstellen kann. Die Sicht der caninen AD als primar IgE-mediierte
allergische Erkrankung wird der Komplexitat der Erkrankung also nicht gerecht
(MARSELLA et al., 2012a).

Stattdessen wird inzwischen davon ausgegangen, dass die Pathogenese dhnlich
komplex und multifaktoriell ist wie bei ihrem menschlichen Pendant (SANTORO
et al., 2015). Auch bei der caninen AD finden sich neben Stérungen der Immunitat
Beeintrachtigungen der Hautbarriere, ohne dass klar ist, welche dieser
Veranderungen die Erkrankung initiiert (SANTORO et al., 2015). Es wird jedoch
— &hnlich wie beim Menschen —angenommen, dass sowohl die epidermale Barriere
als auch die immunologischen Vorgadnge bei erkrankten Hunden von
Umwelteinflissen und genetischen Faktoren beeinflusst werden konnen
(MARSELLA etal., 2012a).

In Bezug auf die Storungen der epidermalen Barriere gibt es viele
Gemeinsamkeiten zwischen der humanen und der caninen AD. So ist der Ceramid-
Gehalt der Haut auch bei an AD erkrankten Hunden erniedrigt (REITER et al.,
2009; MARSELLA et al., 2011). Des Weiteren wurde festgestellt, dass bereits in
klinisch unauffélliger Haut atopischer Hunde ultrastrukturelle Veranderungen (wie
Erweiterungen der Interzellularraume und abnormale Lipidlamellen) im Stratum
corneum vorhanden sind. Nach Allergenkontakt und der Entwicklung von Lésionen
verstarken sich diese noch. Allerdings ist unklar, ob diese Veranderungen durch
einen primdren Defekt oder sekundar zu einer subklinischen Entziindung entstehen
(MARSELLA etal., 2011; MARSELLA et al., 2012a).

Die Rolle des Proteins Filaggrin in der Pathogenese der caninen AD liegt jedoch
noch weitgehend im Dunkeln. Bisher konnten Funktionsverlust-Mutationen im
Filaggrin-Gen beim Hund nicht klar bestétigt werden (OLIVRY, 2011). Zwar
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gelang es bei einer Gruppe britischer Labrador Retriever, Mutationen in diesem
Gen mit der caninen AD zu assoziieren, allerdings war die untersuchte Anzahl an
Hunden zu Klein, als dass eine falsch positive Assoziation ausgeschlossen werden
konnte (WOOQOD et al., 2010). Es gibt jedoch weitere Hinweise auf derartige
Mutationen und auch auf eine sekundare, voriibergehende Verminderung der
Filaggrin-Expression durch die atopische Entzindung (CHERVET et al., 2010;
OLIVRY, 2011). CHERVET et al. (2010) konnten durch Verwendung eines gegen
Filaggrin gerichteten, fluoreszierenden Antikorpers in Hautbiopsien von 18
erkrankten und 16 gesunden Hunden vier verschiedene Verteilungsmuster des
Immunfluoreszenzsignals, und damit des Filaggrins, feststellen. Bei einigen
Hunden war das Signal ahnlich dem der gesunden Hunde (drei von 18), bei anderen
sichtbar verringert (sieben von 18), bei manchen fehlte es komplett (vier von 18)
und bei der vierten Gruppe konnte eine ungleichméliige, fleckige Verteilung des
Signals gesehen werden (vier von 18). Das vollstandige Fehlen der
Immunfluoreszenz bei einigen Hunden kénnte einen Hinweis auf Funktionsverlust-
Mutationen im Filaggrin-Gen darstellen (CHERVET et al., 2010). In einer weiteren
Studie wurden sowohl atopische als auch gesunde Hunde einer Allergen-
Provokation ausgesetzt. Die vor und nach der Provokation entnommenen
Hautbiopsien der gesunden Hunde zeigten in beiden Fallen eine gleichméalige
Verteilung des Filaggrins. Bei den atopischen Hunden jedoch &nderte sich die
Verteilung nach der Provokation zu einem ungleichméaRigen Bild. Dies legt den
Verdacht nahe, dass Verdnderungen der Filaggrin-Expression auch beim Hund

sekundér zur atopischen Entziindung auftreten konnen (SANTORO et al., 2010).

Interessanterweise — und anders als beim Menschen — konnte bei atopischen
Hunden eine im Vergleich zu gesunden Hunden gesteigerte messenger-
Ribonukleinsdauren (mRNA)-Expression von Filaggrin festgestellt werden.
Allerdings wurde der Anstieg der mRNA-Expression in dieser Studie nicht von
einem Anstieg der Filaggrin-Proteinexpression begleitet. Mdglicherweise liegt dem
Filaggrinmangel bei zumindest einem Teil der atopischen Hunde entsprechend
weniger eine verringerte Synthese als vielmehr ein gesteigerter Abbau oder eine
gestorte Translation zugrunde (SANTORO et al., 2013). Ebenfalls im Gegensatz
zum menschlichen Pendant konnte beim Hund kein Zusammenhang zwischen der
Filaggrin-Expression und dem klinischen Schweregrad nachgewiesen werden
(MARSELLA, 2013).
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Dagegen scheint auch beim Hund ein gestortes Gleichgewicht der
Lymphozytenpopulationen und ihrer Zytokine eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der AD zu spielen (SCHLOTTER et al., 2011; MARSELLA et al.,
2012a). Obwohl die Situation beim Hund nicht exakt das Bild beim Menschen
widerspiegelt, ist die canine AD aus immunologischer Sicht ihrem humanen
Pendant sehr ahnlich, so dass hier nur auf einige Besonderheiten eingegangen
werden soll (MARSELLA & GIROLOMONI, 2009; OLIVRY, 2012).

Es wird davon ausgegangen, dass auch bei der caninen AD eine Neigung zur Th2-
Immunitat vorliegen kénnte (MARSELLA et al., 2012a). So ist beispielsweise die
Expression des Zytokins thymic stromal lymphopoietin (TSLP) in der Haut
atopischer Hunde erhoht. Wie bereits erwéhnt, fuhrt eine Aktivierung dendritischer
Zellen im Beisein dieses Zytokins zur Entstehung eines Phanotyps, der
Immunantworten vom Th2-Typ férdert (PUCHEU-HASTON et al., 2015a).
Allerdings ist, ebenso wie beim Menschen, inzwischen klar, dass das alte Bild der
AD als Th2-polarisierte Erkrankung nur zu einem gewissen Grad zutrifft
(NUTTALL etal., 2013; PUCHEU-HASTON et al., 2015a). Es wird zwar nach wie
vor davon ausgegangen, dass Th2-Zellen und ihre Zytokine, v.a. in friihen Phasen
der Erkrankung und in akuten Lé&sionen, eine Rolle spielen, aber auch beim Hund
scheinen in spateren Krankheitsstadien und chronischen L&sionen eher gemischte
Zell- und Zytokinprofile vorzuliegen (MARSELLA et al., 2012a; PUCHEU-
HASTON et al., 2015a).

So variieren die Ergebnisse aus verschiedenen Studien in Bezug auf das
Vorkommen von IL-4 (dem ,,Leitzytokin* von Th2-Immunantworten) in der Haut
atopischer Hunde sehr. Wéhrend in manchen Studien eine im Vergleich zur Haut
gesunder Hunde erhohte IL-4-Expression gemessen wurde (NUTTALL et al.,
2002), konnten in anderen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden
(SCHLOTTER et al., 2011). Ahnlich variabel verhalt es sich mit Messungen von
IL-4 im Blut atopischer Hunde. So zeigten die mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells = PBMCs) experimentell
gegen Hausstaubmilben sensibilisierter Hunde in einer Studie eine erhéhte 1L-4-
Produktion (MCCANDLESS et al., 2014). In anderen Studien gelang es jedoch
nicht dies zu bestétigen; dort konnte im Blut ebenfalls gegen Hausstaubmilben
sensibilisierter Hunde nach drei- bzw. viertagiger Allergenprovokation kein
Anstieg von IL-4 verzeichnet werden (MARSELLA et al., 2006; MAEDA et al.,
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2007). Die spontane sowie die nach Allergenprovokation gemessene IFN-y-
Expression in PBMCs atopischer Hunde war in einigen Studien jedoch reduziert,
was einen Hinweis auf eine Th2-Polarisierung darstellen konnte (HAYASHIYA et
al., 2002; SHIDA et al., 2004; PUCHEU-HASTON et al., 2015a). Dagegen scheint
IFN-y in lasionaler Haut atopischer Hunde im Vergleich zur Haut gesunder Hunde
erhéht zu sein — nicht jedoch in nicht-lasionaler Haut dieser an AD erkrankten
Hunde (NUTTALL et al., 2002; SCHLOTTER et al., 2011). Und auch die
viertdgige Allergenprovokation Hausstaubmilben-sensibilisierter Hunde fuhrte zu
einer erhohten Transkription dieses Zytokins in der Haut — v.a. in den spéteren
Phasen der Entziindung (MARSELLA et al., 2006).

Aus diesen Ergebnissen kénnte geschlossen werden, dass, wie beim Menschen, als
Reaktion auf Allergene eine biphasische Immunantwort stattfindet, bei der in
akuten Lé&sionen eher Th2-Zytokine dominieren, wahrend in der chronischen Phase
womdglich eine gemischte Th1-Th2-Immunantwort vorliegt (SCHLOTTER et al.,
2011; MARSELLA et al., 2012a). Dieser Verlauf konnte ebenfalls mit
Sekundarinfektionen und Selbsttraumatisierung assoziiert sein (MARSELLA etal.,
2012a).

Ein weiteres, an der Pathogenese beteiligtes Zytokin soll hier noch erwéahnt werden:
das relativ neu entdeckte Zytokin IL-31. Es konnte nachgewiesen werden, dass
dieses von stimulierten Th2-Lymphozyten produzierte Zytokin beim Hund
innerhalb von kurzer Zeit (ca. zwei Stunden) Juckreiz auslosen kann (GONZALES
et al., 2013). Bemerkenswert ist dabei, dass es — wie beim Menschen auch — nicht
nur die Immunantworten monozytarer Zellen und Keratinozyten beeinflusst,
sondern auch die neuronalen Zellen der Spinalganglien, die an der Weiterleitung
des Juckreiz-Signals ans Riickenmark beteiligt sind, direkt stimulieren zu kénnen
scheint (MCCANDLESS et al., 2014). Interessanterweise konnte 1L-31 in Gber der
Hélfte der Serumproben atopischer Hunde festgestellt werden; nicht jedoch in
denen gesunder Hunde oder in denen von Hunden, die an anderen entziindlichen
Hautkrankheiten litten (GONZALES et al., 2013).

Uber die Rolle regulatorischer T-Zellen in der Pathogenese der caninen AD ist noch
wenig bekannt. Wie beim Menschen stellt sich die Identifizierung dieser Zellen als
schwierig dar. So wird CD25 auch beim Hund nicht nur von den aus dem Thymus
stammenden Treg-Zellen exprimiert, sondern auch von aktivierten Effektor-T-
Zellen (PUCHEU-HASTON et al., 2015a). Allerdings scheinen hohe
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Expressionslevel von CD25 (CD25"9") mit erhéhter Expression von Foxp3 zu
korrelieren (PUCHEU-HASTON et al., 2015a). Foxp3-exprimierende CD4+T-
Zellen zeigen wiederum bei Stimulation ihres T-Zellrezeptors in Anwesenheit von
TGF-B und IL-2 eine erhdhte Produktion von TGF-B und IL-10 (BILLER et al.,
2007). Sie verhalten sich somit funktionell wie Treg-Zellen (KEPPEL et al., 2008).
Daher kdnnten CD25M"9"Foxp3-Zellen am ehesten mit Treg-Zellen Gibereinstimmen
(PUCHEU-HASTON et al., 2015a).

Eine weitere Schwierigkeit ergibt sich in der Interpretation von Studien, welche die
IL-10-Produktion  untersuchten.  Dieses  Zytokin  scheint nicht  nur
proinflammatorische Immunantworten hemmen, sondern auch eine Th2-assoziierte
Entziindung vermitteln zu kdnnen. Wenn in entziindeter Haut eine erhohte IL-10-
Expression gemessen wird, ist es entsprechend schwierig zu beurteilen, ob dieses
Zytokin zur Entzindung beitrdgt oder sie im Gegenteil erfolglos zu hemmen
versucht (PUCHEU-HASTON et al., 2015a). So konnte in lasionaler und nicht-
lasionaler Haut atopischer Hunde eine im Vergleich zur Haut gesunder Hunde
erhohte Expression von IL-10 festgestellt werden; dabei war diese Erhéhung in
lasionaler Haut groRer als in nicht-lasionaler (SCHLOTTER et al., 2011). Dagegen
zeigten die PBMCs atopischer und gesunder Hunde keine signifikanten
Unterschiede der IL-10-Expression (HAYASHIYA et al., 2002). Auch
experimentelle Modelle brachten keine tbereinstimmenden Ergebnisse. Wéahrend
in einer Studie nach viertagiger Allergenprovokation milbensensibilisierter Hunde
keine signifikante Veranderung der IL-10-Expression in der Haut zu verzeichnen
war (MARSELLA et al., 2006), konnte in einer dhnlichen Studie nach dreitagiger
Allergenprovokation milbensensibilisierter Hunde ein Absinken der IL-10-
Expression im Blut festgestellt werden. Es kam aufierdem zu einer Reduktion der
TGF-B-Expression (MAEDA et al., 2007). Auch in der Haut atopischer Hunde
konnte eine im Vergleich zur Haut gesunder Hunde verringerte TGF-B-Expression
nachgewiesen werden (NUTTALL et al., 2002).

Weitere Hinweise auf die Bedeutung regulatorischer T-Zellen und Zytokine in der
Pathogenese der caninen AD und in der Toleranz gegeniiber Allergenen stammen
aus einer Studie, die Veranderungen dieser Zellen und Zytokine im Verlauf einer
einjahrigen Allergen-Immuntherapie (AIT) untersuchte. Vor Beginn der AIT war
bei atopischen und gesunden Hunden der Anteil der Treg-Zellen an der Gesamt-T-
Zellpopulation sowie die 1L-10-Expression im Blut gleich. Bei den atopischen
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Hunden kam es im Verlauf der Behandlung jedoch zu einem Anstieg dieses Anteils
der Treg-Zellen. Bei den gesunden Hunden &nderte sich dieser in derselben Zeit
dagegen nicht signifikant. Und auch die IL-10-Expression stieg bei den atopischen
Hunden bei Behandlungserfolg signifikant an, wahrend es bei den gesunden
Hunden zu keiner Verdnderung kam (KEPPEL et al., 2008). Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass die periphere Toleranz gegeniiber Allergenen auch bei

Hunden an diese regulatorischen Zytokine gebunden ist.

Wie an AD erkrankte Menschen zeigen auch betroffene Hunde eine Anfélligkeit
fur Sekundérinfektionen, die die klinischen Symptome noch verstarken kdnnen
(MARSELLA et al., 2012a). Dabei scheint die Diversitat der Hautflora bei
atopischen Hunden ebenfalls verringert zu sein (SANTORO et al., 2015). Sowohl
lasionale als auch Kklinisch unauffallige Haut erkrankter Hunde neigt zu einer, im
Vergleich zur Haut gesunder Hunde, verstiarkten Kolonialisierung mit
Staphylococcus spp. und hier vor allem mit Staphylococcus pseudintermedius.
Diese Bakterien zeigen bei erkrankten Hunden eine verstarkte Adhérenz an
Korneozyten, welche bei Hunden mit starkem Juckreiz noch weiter ansteigt
(SIMOU et al., 2005; MCEWAN et al., 2006; FAZAKERLEY et al., 2009).
Obwohl diese Keime zur normalen caninen Hautflora gehdren, werden sie aufgrund
der h&ufigen Beteiligung an Hautinfektionen als opportunistische Pathogene
angesehen (FAZAKERLEY et al., 2009). Die Staphylokokken sch&digen die
atopische Haut durch die Produktion von Ceramidasen und Proteasen und
unterstiitzen so den Teufelskreis aus Hautbarriereschadigung und Entziindung
(HATANO et al., 2005; MARSELLA et al., 2012a). Des Weiteren kann die
Infektion mit Staphylokokken zu mildem bis moderatem Juckreiz fuhren. Die
daraus folgende, juckreizbedingte Selbsttraumatisierung schadigt die Haut
ebenfalls (DEBOER & MARSELLA, 2001; BRANDT & SIVAPRASAD, 2011).
Eine &hnliche Situation besteht bei Hefepilzen der Spezies Malassezia
pachydermatis. Auch sie geh6ren zur normalen Hautflora des Hundes, kénnen aber
bei Veradnderungen des Hautmikroklimas oder des Immunsystems als Pathogene
fungieren und ebenfalls zu teilweise starkem Juckreiz fiihren (GUILLOT & BOND,
1999; DEBOER & MARSELLA, 2001).

Wie beim Menschen gibt es auch beim Hund Superantigen-produzierende
Staphylokokken-Stamme (HENDRICKS et al., 2002). Diese Enterotoxine kdnnen,
wie bereits erwéhnt, grole Mengen von T-Zellen unabhéngig von ihrer Spezifitat
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stimulieren, was zu einer ausgedehnten polyklonalen Aktivierung der T-
Lymphozyten und somit des Immunsystems fiihrt (DEBOER & MARSELLA,
2001).

Obwohl bislang unklar ist, welche Rolle sie spielen, wurden auch beim Hund IgE-
Antikorper gegen S. pseudintermedius festgestellt. Dabei waren diese bei Hunden
mit AD in groReren Mengen zu finden als bei gesunden Hunden und nicht-
atopischen Hunden mit Pyodermie (SANTORO et al., 2015).Uber die Rolle von
IgE-Autoantikorpern in der Pathogenese der caninen AD ist bislang ebenfalls wenig
bekannt; zum aktuellen Zeitpunkt gibt es noch keine Hinweise auf das Vorkommen
solcher Antikdrper (PUCHEU-HASTON et al., 2015b).

MARSELLA et al. (2012a) haben versucht zu skizzieren, wie die Pathogenese bei
atopischen Hunden ablaufen kénnte. Threr Ansicht nach kénnten bei diesen Hunden
eine defekte Hautbarriere und eine Th2-Polarisierung der Immunantwort genetisch
pradisponiert sein. Ein Mangel an TGF-$ in der Haut kénnte auRerdem zu einer
mangelhaften Toleranz gegeniber Umweltallergenen flihren, die im
Krankheitsverlauf durch die Haut eindringen und eine Th2-Polarisierung bewirken
konnten. Durch eine Uberproduktion des Zytokins IL-4 konnte es dann zum
Immunglobulinklassenwechsel und zur Produktion allergenspezifischer IgE-
Antikorper kommen, welche an kutane Mastzellen binden. Deren Degranulation bei
erneutem Kontakt zu Allergenen und das Einwandern von Lymphozyten in die Haut
konnten schliellich zur Entziindung fuhren. Weitere von T-Zellen freigesetzte
Zytokine (wie IL-31) konnten wiederum Juckreiz und Selbsttraumatisierung
ausldsen, was in Kombination mit Sekundarinfektionen zur Entwicklung einer Th1-

getriebenen Entztndung in der chronischen Phase flihren konnte.

1.4. Klinik der caninen atopischen Dermatitis

Wie bereits erwahnt, treten die ersten Symptome der caninen AD bei betroffenen
Hunden typischerweise in den ersten drei Lebensjahren auf. Die Krankheit nimmt
dann einen chronischen Verlauf und bleibt tblicherweise lebenslang bestehen
(FAVROT et al., 2010; OLIVRY et al., 2010a; SARIDOMICHELAKIS &
OLIVRY, 2016).

Als erstes Anzeichen der Erkrankung wird von den Besitzern atopischer Hunde oft
Juckreiz festgestellt. Die am héaufigsten von Juckreiz (und auch Lé&sionen)

betroffenen Korperregionen sind Pfoten, Achseln, Abdomen, Gesicht und
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Ohrmuscheln. Dabei kdnnen alle diese Stellen gleichzeitig betroffen sein, aber auch
jegliche Kombination dieser Regionen oder nur eine einzelne betroffene Stelle
sowie generalisierter Juckreiz sind mdglich. In den meisten Féllen spricht der
Juckreiz auf eine Behandlung mit Glukokortikoiden an. Bei an AD erkrankten
Hunden finden sich auBRerdem hé&ufig bakterielle Sekundarinfektionen und
Infektionen mit Hefepilzen. Eine Otitis externa tritt bei etwa der Halfte der
betroffenen Hunde auf (GRIFFIN & DEBOER, 2001; FAVROT et al., 2010).

Ob Uberhaupt Primérlasionen auftreten, ist umstritten, es besteht aber ein Konsens,
dass diese sich, wenn vorhanden, als Erythem darstellen wiirden. Sekundérlasionen
sind hingegen — als Folge des chronischen Juckreizes und Selbsttraumas, der
chronischen Entzindung und der Sekundérinfektionen — haufig anzutreffen. Zu
ihnen gehdren rot-bréaunliche Leckverfarbungen, selbstinduzierte Alopezie,
Hyperpigmentation, Exkoriationen und Lichenifikation (GRIFFIN & DEBOER,
2001). Andere Symptome wie Urtikaria, Rhinitis oder pyotraumatische Dermatitis
kdnnen auftreten, sind aber bei weitem nicht so hdufig wie die anderen Symptome
(FAVROT et al., 2010). Es muss betont werden, dass keines dieser klinischen
Anzeichen pathognomonisch ist, was die Diagnosestellung deutlich erschwert
(FAVROT et al., 2010).

1.5. Diagnose der caninen atopischen Dermatitis

Zunachst einmal ist wichtig festzuhalten, dass es kein einziges klinisches Zeichen,
kein anamnestisches Kriterium, keinen Test und keine diagnostische Therapie gibt,
die fiir sich alleine die Diagnose der caninen AD bestatigen kann (DEBOER &
HILLIER, 2001b). Wenn anhand der anamnestischen und Kklinischen
Gegebenheiten die canine AD als mogliche Diagnose erkannt wird, sollten andere
wichtige Differentialdiagnosen wie Ektoparasiten (z.B. Sarkoptesmilben, Fl6he),
Flohspeichelallergie,  bakterielle  Infektionen,  Hefepilzinfektionen  und
Dermatophytosen mittels angemessener Tests und Behandlungen ausgeschlossen
werden (DEBOER & HILLIER, 2001b; FAVROT et al., 2010). Ein von FAVROT
et al. (2010) festgelegter Kriterienkatalog (Tabelle 1, Seite 33) kann helfen,

potentiell an AD erkrankte Hunde zu erkennen.

Wenn alle moglichen Differentialdiagnosen ausgeschlossen wurden und klar ist,
dass es sich um eine canine AD handelt, sollte im n&chsten Schritt festgestellt
werden, ob Futtermittelallergene an der Erkrankung beteiligt sind oder nicht, ob es
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sich also um eine FIAD (food-induced allergic dermatitis) oder eine NFIAD (non-
food-induced allergic dermatitis) handelt. Dazu muss eine Eliminationsdiat
durchgefuhrt werden. Diese sollte — egal ob kommerzielle Diét oder selbstgekocht
—maoglichst nur aus einer Protein- und einer Kohlenhydratquelle bestehen, die beide
noch nie geflttert wurden. Eine Alternative sind kommerzielle Didten mit
hydrolysierten Proteinen. Die Eliminationsdiat muss Uber circa sechs bis acht
Wochen strikt durchgefuhrt werden. Anschlielend folgt eine Provokation mit dem
vorherigen Futter Uber circa zwei Wochen. Wahrend der gesamten Diét und
wéhrend der Provokation sollte darauf geachtet werden, dass keine sekundéren
Ursachen fir Juckreiz (wie Sekundéarinfektionen mit Bakterien oder Hefepilzen)
vorliegen, da sonst eine Besserung der Allergie maskiert werden kann (DEBOER
& MARSELLA, 2001; VERLINDEN et al., 2006; ZIMMER et al., 2011).

Eine Elimination der klinischen Symptome wahrend der Diat sowie eine erneute
Verschlechterung unter der Provokation sprechen sehr stark fiir das VVorhandensein
einer FIAD. Wenn es bei einer Rickkehr zur Eliminationsdiat wiederum zur
Verbesserung kommt, gilt die Diagnose weitgehend als gesichert. Kommt es im
gleichen Fall nur zu einer partiellen Verbesserung, kann angenommen werden, dass
sowohl Futtermittel- als auch Umweltallergene an der Erkrankung beteiligt sind.
Bei keinerlei Verbesserung der Symptome wéhrend einer korrekt durchgefiihrten
Diat muss dagegen davon ausgegangen werden, dass es sich um eine NFIAD
handelt und Futtermittelallergene keine Rolle spielen (VERLINDEN et al., 2006;
ZIMMER et al., 2011).

Erst wenn die Diagnose der caninen AD so gestellt wurde und Klar ist, dass es sich
(zumindest teilweise) tatsdchlich um eine canine AD sensu stricto (NFIAD)
handelt, macht die Durchfuhrung von ,,Allergietests* Sinn. Sie sind nicht, wie der
Name vielleicht vermuten lassen wiirde, geeignet, um die Diagnose einer Allergie
zu stellen. Auch gesunde Hunde oder solche mit Juckreiz anderer Genese kénnen
in diesen Tests positive Reaktionen zeigen (DEBOER & HILLIER, 2001b;
MUELLER et al., 2005a). Und, wie bereits erwéhnt, gibt es andererseits auch
Hunde, die das typische klinische Bild einer AD aufweisen, in den Tests jedoch
keine positiven Reaktionen zeigen (in diesen Féllen wird die Erkrankung als
»canine atopic-like dermatitis“ bezeichnet) (HALLIWELL, 2006; PUCHEU-
HASTON et al., 2015b).

Zweck dieser Tests ist vielmehr die Identifizierung individuell an der Allergie
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beteiligter Umweltallergene. Sie bilden so im Zusammenhang mit einer
sorgféltigen Anamnese die Grundlage fur die Herstellung von Allergenlésungen
zur Durchfuhrung einer Allergen-Immuntherapie (AIT). Im Moment stehen fur die
Testung im Wesentlichen zwei Ansédtze zur Verflgung: der Serumallergietest
(SAT) und der Intrakutan- oder Intradermaltest (IKT bzw. IDT) (LOEWENSTEIN
& MUELLER, 2009). Beim SAT werden im Blut betroffener Hunde die
Konzentrationen allergenspezifischer IgE-Antikdrper gemessen (DEBOER &
HILLIER, 2001a). Beim IKT werden dagegen verdinnte Allergenlésungen
intradermal injiziert und anschlieBend die entstehenden Quaddeln beziiglich Grolie,
Konsistenz und Erythem im Vergleich zu einer Negativ- und Positivkontrolle
evaluiert (HILLIER & DEBOER, 2001). Bei beiden Varianten werden als
Allergene verschiedene Pollen, Schimmelpilze, Milben und epidermale Allergene
verwendet. Aufgrund der vorkommenden falsch-positiven Reaktionen erfordert die
Auswertung der Tests eine Beriicksichtigung des Vorberichts sowie der lokal
vorhandenen Gegebenheiten (in Bezug auf das Vorkommen bestimmter Allergene).
AbschlielRend soll gesagt sein, dass auch falsch-negative Ergebnisse mdglich sind,
was die Evaluierung noch weiter erschwert (DEBOER & HILLIER, 2001a;
HILLIER & DEBOER, 2001; OLIVRY et al., 2010a).

Tabelle 1: Kriterienkatalog nach FAVROT et al. (2010) zur Erkennung an
atopischer Dermatitis erkrankter Hunde. Bei Zutreffen von funf Kriterien liegt mit
einer Sensitivitat von 85% und Spezifitat von 79% eine canine atopische Dermatitis
vor. Fur das Erkennen einer Futtermittelallergen-induzierten atopischen Dermatitis

(food-induced allergic dermatitis = FIAD) liegt die Sensitivitat bei 80% und die
Spezifitat bei 86%.

1. Alter bei Krankheitsbeginn < 3 Jahre

2. Uberwiegend im Haus lebender Hund

3. Glukokortikoid-responsiver Juckreiz

4. Chronische oder rekurrierende Hefepilzinfektionen
5. Betroffene Vorderpfoten

6. Betroffene Ohrmuscheln

7. Nicht betroffene Ohrrander

8. Nicht betroffene dorsolumbale Korperregion
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1.6. Therapie der caninen atopischen Dermatitis

Fur die Behandlung an caniner AD erkrankter Hunde gibt es kein allgemein gultiges
Schema, die Therapie muss individuell auf jeden Patienten abgestimmt werden
(OLIVRY et al., 2010a). Grundsatzlich ist es sinnvoll, eine Kombination
verschiedener Medikamente und Behandlungsstrategien zu wéhlen. Neben dem
Versuch, auslosende und verstarkende Faktoren, wie Flohspeichel, Futtermittel-
und Umweltallergene, zu vermeiden, gibt es zwei verschiedene Ansatzwege: die
symptomatische und die ursachliche Therapie. Zur symptomatischen Behandlung
wird der Grofteil der eingesetzten Wirkstoffe gezahlt, also z.B. Mittel, die
antiinflammatorisch und/oder antipruritisch wirken, die die Hautbarriere starken,
Allergene von der Haut entfernen oder vorhandene Sekundérinfektionen mit
Bakterien oder Hefepilzen bekdmpfen. Zur urséchlichen Behandlung der caninen
AD steht aktuell nur die AIT zur Verfugung. Es muss jedoch betont werden, dass
es nach wie vor keine langfristig kurative Therapie der caninen AD gibt (OLIVRY
& SOUSA, 2001; OLIVRY etal., 2010a).

1.6.1.  Symptomatische Therapie

Zu den in der Behandlung AD-assoziierter Symptome (wie Juckreiz und
Hautlasionen) effektivsten Wirkstoffen gehdren Glukokortikoide, Oclacitinib und
Calcineurinantagonisten wie Cyclosporin (OLIVRY et al., 2010b; GADEYNE et
al., 2014).

Vor allem oral zu verabreichende Glukokortikoide und Oclacitinib haben den
Vorteil, dass sie nicht nur eine gute bis exzellente Wirksamkeit aufweisen, sondern
dass es bei ihnen auch zu einem schnellen Wirkungseintritt kommt (OLIVRY etal.,
2010b; GADEYNE et al., 2014). Allerdings sind bei diesen Wirkstoffen teilweise
schwere Nebenwirkungen mdoglich. So kann es bei Glukokortikoiden zu
Polyphagie, Polyurie/Polydipsie, Gewichtszunahme, Haut- und anderen
Infektionen (z.B. des Harn- oder Respirationstraktes), endokrinologischen
Erkrankungen (z.B. Diabetes mellitus) und Calcinosis cutis kommen (OLIVRY et
al., 2010a; OLIVRY et al., 2010b; MILLER et al., 2013). Nach Verabreichung von
Oclacitinib (Apoquel®, Zoetis Inc., Florham Park, NJ, USA) konnten als
Nebenwirkungen bislang v.a. gastrointestinale Symptome, Infektionen des
Harntraktes, Otitiden und Pyodermien beobachtet werden. Aber auch ein
vermehrtes Auftreten von Neoplasien kénnte mit einer Langzeittherapie assoziiert
sein. Des Weiteren zeigen einzelne Hunde voriibergehende ha&matologische
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Verénderungen wie erniedrigte Zellzahlen der Leukozyten, neutrophilen
Granulozyten und/oder Thrombozyten (COSGROVE et al., 2015). Aufgrund der
teilweise schweren Nebenwirkungen sollte bei langerfristiger Anwendung dieser
Wirkstoffe versucht werden, die niedrigste wirksame Dosis zu finden und
zusatzlich Glukokortikoid- bzw. Oclacitinib-sparende Behandlungen einzusetzen
(OLIVRY etal., 2010a).

Cyclosporin ist in der Behandlung AD-assoziierter Symptome ebenso effizient wie
Prednisolon oder Methylprednisolon; so flihrt es bei ein bis zwei Drittel der
behandelten Hunde innerhalo von acht Wochen zu einer mindestens
funfzigprozentigen Reduktion von Juckreiz und La&sionen (FORSYTHE &
PATERSON, 2014). Als Nebenwirkungen werden am hdufigsten gastrointestinale
Symptome beobachtet, die aber i.d.R. mild sind und keine Therapie erfordern. Des
Weiteren konnen selten eine Gingivahyperplasie und kutane Papillomatose
auftreten; beide gehen jedoch bei Dosisreduktion zurtick. Somit weist Cyclosporin
ein gutes Nutzen-Risiko-Profil auf und ist dementsprechend auch zur
Langzeitbehandlung geeignet (NUTTALL et al., 2014). Allerdings kann es einige
Wochen dauern (haufig ca. vier Wochen) bis die volle Wirkung erreicht ist. Des
Weiteren ist Cyclosporin recht teuer. Daher sollte auch bei diesem Wirkstoff
langfristig versucht werden, die geringste wirksame Dosis zu verabreichen und die
Cyclosporin-Therapie mit anderen Behandlungen zu kombinieren (FORSYTHE &
PATERSON, 2014; SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016).

Zur Behandlung fokaler oder multifokaler L&sionen bieten sich auch Salben, die
den Calcineurinantagonisten Tacrolimus enthalten, und Glukokortikoid-haltige
Sprays an. Diese gelten ebenfalls als gut bis sehr gut wirksam (OLIVRY et al.,
2010a). Als Nebenwirkungen Glukokortikoid-haltiger Sprays konnen bei
langfristigem Gebrauch Hautverdinnung (kutane Atrophie), Komedonen und
superfizielle follikulare Zysten auftreten. Diese unerwiinschten Wirkungen werden
bei  Hydrocortisonaceponat-haltigen ~ Sprays durch  die  Uberwiegende
Metabolisierung in der Haut jedoch minimiert (OLIVRY et al., 2010a; OLIVRY et
al., 2010b). Bei der Verwendung Tacrolimus-haltiger Salben kdnnen als
Nebenwirkungen ein transientes Brennen auf der Haut und Juckreiz nach
Applikation der Salbe beobachtet werden. Diese Empfindungen verschwinden
jedoch nach einigen Behandlungstagen spontan. Zu einer kutanen Atrophie kommt
es bei Tacrolimus nicht. Ein Nachteil dieses Wirkstoffs ist allerdings der relativ
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langsame Wirkungseintritt; i.d.R. vergehen zwei bis drei Wochen bis sich eine
signifikante Verbesserung einstellt (MARSELLA, 2005; OLIVRY et al., 2010a).

Zu den Wirkstoffen bzw. Interventionen, die nur eine begrenzte Wirksamkeit in der
Behandlung AD-assoziierter Symptome aufweisen und daher v.a. bei milden Féllen
oder als unterstiitzende Therapie (z.B. als glukokortikoidsparendes Medikament)
eingesetzt werden, gehoren Antihistaminika, essentielle Fettsdauren und die
Shampootherapie (OLIVRY et al., 2010a).

Obwohl Antihistaminika in der Praxis h&ufig eingesetzt werden, konnte ihre
Effektivitat in klinischen Studien bislang nicht hinreichend belegt werden. lhr
haufiger Einsatz ergibt sich vielmehr aus individuellen empirischen Feststellungen
und einem informellen Konsens. Man ist sich jedoch auch einig, dass ihre Wirkung
eher schwach ist. Sie scheinen allerdings synergistisch zu anderen Behandlungen
wie essentiellen Fettsduren oder Glukokortikoiden wirken zu konnen. Da
auftretende Nebenwirkungen i.d.R. mild sind und in der Hauptsache aus Mdigkeit
und Sedation bestehen, kénnen Antihistaminika auch lber langere Zeit verabreicht
werden (DEBOER & GRIFFIN, 2001; OLIVRY et al., 2010a; OLIVRY et al.,
2010b; EICHENSEER et al., 2013).

Essentielle Fettsduren (essential fatty acids = EFAs) werden entsprechend der
Position ihrer letzten Doppelbindung im Verhaltnis zum carboxy-terminalen Ende
in Omega-3- und Omega-6-Fettsduren unterteilt. Wichtige Omega-3-Fettsauren
sind die a-Linolensdure, Eicosapentaensédure und Docosahexaensaure. Zu den
essentiellen Omega-6-Fettsduren zdhlen die Linolsdure und y-Linolensdure. Grolie
Mengen von essentiellen Fettsduren finden sich beispielsweise in Leinsamen-,
Fisch-, Distel-, Sonnenblumen- und Nachtkerzenél (BLASKOVIC et al., 2014).
Sowohl eine orale Verabreichung von EFAs als auch die Applikation von EFA-
SpotOns direkt auf die Haut scheinen in Bezug auf Juckreiz und Lasionen effektiv
zu sein, wenn die Wirkung auch nicht mit der von Glukokortikoiden zu vergleichen
ist. Es ist allerdings bei beiden Verabreichungswegen mit einem verzdgerten
Wirkungseintritt zu rechnen. Daflir weisen sie ein sehr gutes Nebenwirkungsprofil
auf: so kann es bei oraler Substitution selten zu milden gastrointestinalen
Symptomen (Flatulenz, Erbrechen, Durchfall) kommen; fiir EFA-SpotOns sind
dagegen gar keine Nebenwirkungen bekannt. Daher sind sie flr die langfristige
Therapie, v.a. in der Kombination mit anderen Medikamenten, gut geeignet
(SEVIK etal., 2004; OLIVRY etal., 2010a; BLASKOVIC et al., 2014).
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Es konnte gezeigt werden, dass wochentliches Baden mit einem nicht-irritierenden
Shampoo den Juckreiz bei einem Viertel der Hunde kurzfristig halbieren kann.
Nebenwirkungen treten dabei nur selten auf und sind i.d.R. auf eine Hautirritation
zurlckzufuhren. Daher sollte eine Shampoobehandlung als ergdnzende Therapie
bei kooperativen Hunden immer in Betracht gezogen werden. (LOFLATH et al.,
2007; OLIVRY et al., 2010a).

Wie schon erwéhnt, stellen Haut- und Ohrinfektionen haufige Komplikationen bei
atopischen Hunden dar. Sie kdnnen zu einer deutlichen Verschlechterung von
Juckreiz und klinischem Erscheinungsbild fuhren. Wenn solche bakteriellen oder
Hefepilz-Infektionen durch zytologische oder kulturelle Nachweisverfahren
festgestellt werden, mussen sie mit einer angemessenen antimikrobiellen Therapie
behandelt werden. Systemische Antibiotika und Antimykotika sollten, wenn
mdglich, nur angewandt werden, wenn die Lasionen sehr schwer oder ausgedehnt
sind (OLIVRY et al.,, 2010a). Ansonsten bieten sich zur Behandlung von
Hautinfektionen diverse Shampoos, Schdume und Lésungen an, die antibakterielle
(z.B. Chlorhexidin, Ethyllactat) und/oder antimykotische (z.B. Miconazol,
Ketoconazol) Substanzen beinhalten. Falls die Infektion sich auf eine oder wenige
Lasionen beschrankt, konnen auch antibakterielle, antibiotische und
antimykotische Salben, Cremes oder Tucher zur Anwendung kommen. Bei
Ohrinfektionen kénnen Ohrreiniger und antibiotika- und/oder antimykotikahaltige
Ohrentropfen eingesetzt werden (OLIVRY et al., 2010a).

1.6.2. Allergen-Immuntherapie

Als Allergen-Immuntherapie wird die Behandlung allergischer Patienten mit
individuellen ,,Vakzinen“ aus meist mehreren Allergenen, gegen welche
Sensibilisierungen vorliegen, bezeichnet. Die Vakzine wird dabei tblicherweise
zungchst in aufsteigenden Dosen injiziert, im Anschluss folgen regelméaRige
Injektionen einer Erhaltungsdosis. Ziel der Behandlung ist es, die klinischen
Symptome zu verbessern, die durch den Kontakt mit den entsprechenden
Allergenen entstehen (BOUSQUET et al., 1998; GRIFFIN & HILLIER, 2001,
GEORGY & SALTOUN, 2012; SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016).

Im allgemeinen Sprachgebrauch wird die AIT auch als Desensibilisierung oder
Hyposensibilisierung bezeichnet. Da diese Begriffe jedoch weder den vermuteten
Wirkmechanismus noch das verwendete Agens widerspiegeln, gilt der Begriff AIT
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als geeigneter (GRIFFIN & HILLIER, 2001).

1.6.2.1. Indikation und Wirksamkeit

Die AIT stellt eine einzigartige Behandlungsoption dar, da sie bislang als die
einzige Therapie gilt, die eine gezielte und spezifische Behandlung der AD erlaubt.
Anders als bei den symptomatisch wirkenden Medikamenten und Behandlungen
kdénnen durch die AIT nicht nur die allergischen Symptome gelindert werden,
sondern es kann auch die Krankheit selbst und deren langfristiger Verlauf
modifiziert werden. Sie scheint sogar die Entstehung weiterer Sensibilisierungen
verhindern zu kénnen (LARCHE et al., 2006; OLIVRY et al., 2010a; AKDIS &
AKDIS, 2015; SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016).

Daher sollte sie bei jedem Hund in Betracht gezogen werden, bei dem die Diagnose
»canine AD sensu stricto gestellt wurde und bei dem die vermutlich an der
Erkrankung beteiligten Allergene mittels SAT oder IKT identifiziert werden
konnten. Es sollten allerdings immer auch die finanziellen und zeitlichen
Mdglichkeiten der Patientenbesitzer in die Uberlegungen mit einbezogen werden
(GRIFFIN & HILLIER, 2001). Fur Hunde, die an einer Canine atopic-like
dermatitis (ALD) leiden und bei denen die auslésenden Allergene dementsprechend
nicht identifiziert werden konnen, ist eine AIT dagegen in aller Regel nicht
geeignet. Wie schon erwahnt, handelt es sich bei der AIT um eine Therapie, bei der
jeder Patient mit einer individuellen Vakzine behandelt wird. Diese enthélt genau
die Allergene, gegen die dieser Patient Sensibilisierungen aufweist. Die
Verwendung einer unspezifischen Mischung aus ,,Standard“-Allergenen (was bei
Hunden mit ALD die einzige Mdglichkeit ware, eine AIT durchzufuhren) fiihrt
dagegen zu einer massiven Reduktion der Effektivitat der Behandlung (GRIFFIN
& HILLIER, 2001; PUCHEU-HASTON et al., 2015b; SARIDOMICHELAKIS &
OLIVRY, 2016).

Grundsatzlich gibt es nur wenige kontrollierte, randomisierte Studien, die die
Wirksamkeit der AIT Uberpruft haben. Die Ergebnisse offener, nicht kontrollierter
Studien weisen jedoch darauf hin, dass die AIT in der Behandlung der klinischen
Symptome der caninen AD effektiv ist. Unterstitzt wird diese Annahme durch die
weltweiten Beobachtungen von Veterindrdermatologen (LOEWENSTEIN &
MUELLER, 2009).

Studien aus den letzten 25 Jahren, bei denen die Wirksamkeit anhand ahnlicher
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Bewertungskriterien, wie Verbesserung der klinischen Symptome um mindestens
50%, komplette Remission oder Medikamentenreduktion um mehr als 50%,
beurteilt wurde, geben fir die AIT Erfolgsraten von 52% bis 64% an
(LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). In einer die konventionelle und die Rush-
Immuntherapie (Erklarung siehe néchste Seite) vergleichenden, doppelt-
geblindeten, randomisierten Studie konnte nach zwdélfmonatiger Behandlung eine
Juckreizverringerung um mehr als 50% bei funf von elf (konventionelle AIT) bzw.
bei sechs von elf Hunden (Rush-Immuntherapie) beobachtet werden. Eine
Verminderung der Lasionenwerte um mehr als 50% wurde in beiden Gruppen bei
sieben von elf Hunden festgestellt (MUELLER et al., 2004).

Das Alter bei Krankheitsbeginn bzw. bei Beginn der Immuntherapie sowie die
Erkrankungsdauer vor Beginn der Immuntherapie haben vermutlich keinen
Einfluss auf die Erfolgsaussichten der AIT (LOEWENSTEIN & MUELLER,
2009).

1.6.2.2. Durchftihrung

Wie im Abschnitt 11.1.5 ,,Diagnose der caninen atopischen Dermatitis“ bereits
beschrieben, kann zur Feststellung von Hypersensitivitaten gegenuber typischen
Umweltallergenen entweder ein Intrakutan- oder ein Serumallergietest
durchgefuhrt werden. Jedoch kommen bei beiden Untersuchungsmethoden falsch
positive Resultate vor. Daher muss bei der Auswahl von Allergenen fur die AIT
sorgfaltig der Vorbericht (z.B. in Bezug auf saisonale Verschlechterungen)
berucksichtigt werden. Des Weiteren sollten Allergene nur dann in die AIT
eingeschlossen werden, wenn diese in der Umgebung des Hundes auch tatséchlich
vorkommen und eine Exposition gegenlber diesen somit wahrscheinlich ist
(OLIVRY etal., 2010a).

Der Standard-Applikationsweg fir die AIT st die subkutane Injektion
(LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Allerdings gibt es mittlerweile auch
vereinzelt Versuche, die Vakzine oral oder intralymphatisch zu verabreichen
(MARSELLA, 2010; HATZMANN, 2011). Auf diese soll hier jedoch nicht naher

eingegangen werden.

Grundsatzlich setzt sich die AIT aus einer Initial- und einer Erhaltungsphase
zusammen. Dabei werden in der |Initialphase aufsteigende Dosen der

Allergenlésung injiziert. Ist die Erhaltungsdosis erreicht, beginnt die
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Erhaltungsphase, in der diese Dosis mehr oder weniger beibehalten wird
(LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Die Zeitrdume zwischen den einzelnen
Injektionen sowie die dabei jeweils verabreichten Dosen variieren je nach
Protokoll. So reichen die vorgeschlagenen Intervalle in der Initialphase von 30
Minuten bis zu mehreren Tagen, in der Erhaltungsphase von einigen Tagen bis zu
mehreren Wochen (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Bislang hat sich kein
Protokoll als Standard etabliert und es gibt auch keine Hinweise flr die
Uberlegenheit eines Protokolls tiber ein anderes (LOEWENSTEIN & MUELLER,
2009; OLIVRY et al., 2010b). Ein Vorteil der sogenannten Rush-Immuntherapie,
also dem schnellen Steigern der Dosis Uber insgesamt nur einen Tag (mit
Intervallen zwischen den einzelnen Injektionen von ca. 30 Minuten), kénnte jedoch
in einem schnelleren Wirkungseintritt liegen (MUELLER et al., 2004,
LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Unabh&ngig vom angewandten Protokoll
sollten Dosis und Intervall jedoch immer individuell an den jeweiligen Hund
angepasst werden. Dabei sollte v.a. auf eine Verbesserung der Kklinischen
Symptome sowie auf ein Auftreten von Nebenwirkungen (wie z.B. verstéarkter
Juckreiz nach der Injektion oder gegen Ende des Intervalls) geachtet werden
(OLIVRY etal., 2010a).

Zum aktuellen Zeitpunkt ist unklar, wie lange die AIT durchgefihrt werden muss,
bis der volle Behandlungserfolg erreicht wird und bis die Effektivitat der Therapie
beim jeweiligen Patienten endgltig beurteilt werden kann (LOEWENSTEIN &
MUELLER, 2009). Wahrend in einer Studie festgestellt wurde, dass die meisten
Patienten (ca. 67%) in den ersten flinf Monaten der Behandlung erste Anzeichen
einer Besserung zeigen (SCHNABL et al., 2006), berichteten andere Autoren, dass
die durchschnittliche Zeit bis zum Ansprechen auf die Therapie, abhéngig von der
Anzahl der bei der AIT verwendeten Allergene, circa acht bis zw6lf Monate betragt
(ZUR et al., 2002). Daher sollte die AIT vermutlich mindestens ein Jahr lang
durchgefiihrt werden, bevor der Behandlungserfolg evaluiert wird (OLIVRY et al.,
2010a).

Ebenfalls ist unbekannt, ob und wie lange eine klinische Verbesserung nach
Abbruch der Behandlung bestehen bleibt. Es gibt keine kontrollierten Studien zur
Untersuchung dieser Fragestellung. In offenen, nicht kontrollierten Studien zeigte
sich jedoch bei einem gewissen Prozentsatz der Hunde (4 - 35%) ein anhaltender
Effekt (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Es scheint also, dass eine
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anhaltende Remission bei einigen Patienten moglich ist, bei anderen die
Behandlung aber lebenslang fortgesetzt werden muss, um die Wirkung aufrecht zu
erhalten (GRIFFIN & HILLIER, 2001).

Aufgrund des verzogerten Wirkungseintritts der AIT kann es nétig sein, Hunde
vorilibergehend auch symptomatisch mit juckreizhemmenden Medikamenten, z.B.
Glukokortikoiden, zu behandeln (OLIVRY et al., 2010a). Nach wie vor ist der
Effekt entziindungshemmender Medikamente auf die Wirksamkeit der AIT jedoch
unklar (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Obwohl es aktuell keine Hinweise
darauf gibt, dass diese Medikamente die Wirksamkeit der AIT reduzieren
(OLIVRY etal., 2010a), empfehlen manche Autoren, auf diese so weit wie moglich
zu verzichten. Denn es besteht nicht nur die Madoglichkeit, dass durch
entziindungshemmende Medikamente der erwinschte Wirkmechanismus der AIT
unterdriickt wird; auch das Auftreten einer klinischen Verbesserung sowie von
Nebenwirkungen — beides Falle in denen das Behandlungsprotokoll angepasst
werden sollte — konnten verschleiert werden (GRIFFIN & HILLIER, 2001;
LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).

1.6.2.3. Immunologische Effekte und Wirkmechanismus

Im Vergleich zur Humanmedizin ist in der Tiermedizin noch wenig Uber den
Wirkmechanismus der AIT bekannt (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).
Daher soll zunédchst der aktuelle Kenntnisstand in der Humanmedizin beschrieben

werden.

1.6.2.3.1. Wirkmechanismus beim Menschen

Leider sind auch beim Menschen die Mechanismen, uber die die Wirkung der AIT
zustande kommt, unvollstandig aufgeklart. Dies liegt nicht zuletzt daran, dass in
den  verschiedenen  Studien  unterschiedliche  Behandlungsprotokolle,
Administrationswege und Allergenpréparate verwendet wurden. Nichtsdestotrotz
konnte gezeigt werden, dass die AIT die Immunantworten von
antigenpréasentierenden Zellen, T-Zellen und B-Zellen modifiziert. Weiterhin
veréndert sie auch die Anzahl und Funktion der Effektorzellen, die die allergische
Entzindung vermitteln (wie Mastzellen oder Eosinophile) (LARCHE et al., 2006).

So wird die Anzahl der Mastzellen in der Haut sowie die Degranulationsbereitschaft
der Mastzellen und Basophilen durch die AIT herabgesetzt (LARCHE et al., 2006;
AKDIS & AKDIS, 2015). Es gibt noch wenige Informationen dartiber, wie die AIT
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die Immunantworten dieser beiden Zelltypen modifiziert. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass wahrend der  Immuntherapie  deren  gespeicherte
Entziindungsmediatoren (wie Histamin und Leukotriene) unterhalb des
Schwellenwerts einer systemischen anaphylaktischen Reaktion allméhlich
freigesetzt werden (EBERLEIN-KONIG et al., 1995). Dies konnte den Gehalt an
Entzindungsmediatoren in den gespeicherten Granula verringern und
mdglicherweise auch die Aktivierungsschwelle der Mastzellen und Basophilen
beeinflussen. Aber auch die anderen immunologischen Verdnderungen, die
wéhrend der AIT auftreten (wie die Entstehung von Treg-Zellen oder die
Verringerung der allergenspezifischen IgE-Level), sind vermutlich an der
Hemmung von Mastzellen und Basophilen beteiligt (AKDIS & AKDIS, 2015).

Die Immunantworten von T-Zellen auf Allergene werden durch die Allergen-
Immuntherapie auf verschiedene Arten moduliert. So steigert die AIT das
Verhéltnis von Thl- zu Th2-Zytokinen, erzeugt eine Epitop-spezifische T-Zell-
Anergie (Anergie bezeichnet einen hyporesponsiven Zustand, in welchem
Proliferation und Zytokinproduktion eingeschrankt sind) und fuhrt zur Bildung
allergenspezifischer Treg-Zellen. Sie steigert auBerdem die Produktion
regulatorischer Zytokine — wie IL-10 und TGF-B — durch T-Zellen, B-Zellen,
Monozyten und Makrophagen. Und nicht zuletzt fuhrt sie einen
Immunglobulinklassenwechsel zu 1gA, 1gG1 und 19gG4 herbei (LARCHE et al.,
2006; SAIBIL et al., 2007).

Wie eben erwéhnt, kann die bei der AD reduzierte Anzahl regulatorischer T-Zellen
(wie CD25+Foxp3+Treg-Zellen und Tr1-Zellen) durch die AIT gesteigert werden.
Diese Zellen produzieren dann zunehmend regulatorische Zytokine wie TGF- und
IL-10 (AKDIS et al., 1998; JUTEL et al., 2003; LING et al., 2004). Aber auch in
antigenprésentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen, B-Zellen, Monozyten und
Makrophagen, kommt es durch die AIT zu einer gesteigerten Produktion von IL-10
(was wiederum zu einer Bildung IL-10 produzierender Tr1-Zellen fihren kénnte)
(AKDIS et al., 1998; NOURI-ARIA et al., 2004; LARCHE et al., 2006). Die
Stimulation der regulatorischen Zellen und ihrer Zytokine scheint fur die Wirkung
der AIT sogar essentiell zu sein (AKDIS & AKDIS, 2015). Es konnte gezeigt
werden, dass die Entwicklung einer klinischen Toleranz gegentiber Allergenen mit
einer Zunahme allergenspezifischer, 1L-10-produzierender Foxp3+CD4+T-Zellen
sowie einer deutlichen Abnahme IL-4-sezernierender T-Zellen assoziiert ist
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(ASLAM et al., 2010). Regulatorische T-Zellen und Zytokine haben, wie im
Abschnitt 11.1.3.1 , Pathogenese der humanen atopischen Dermatitis* bereits
beschrieben, mehrere Wirkungen: sie liben eine direkte Suppression auf Th2- und
Th1-Zellen aus, hemmen gleichzeitig aber auch antigenprésentierende Zellen,
welche die Bildung von Th2- und Thl-Zellen unterstutzen. Des Weiteren
unterdriicken sie die allergenspezifische IgE-Produktion, wéhrend sie die
Herstellung allergenspezifischer 1gG4- und/oder IgA-Antikdrper fordern.
AuBerdem (ben sie direkte und indirekte suppressive Effekte auf Mastzellen,
Eosinophile und Basophile aus und hemmen die Migration von Effektor-T-Zellen
ins Gewebe (AKDIS et al., 2005; LARCHE et al., 2006).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass im Verlauf der Immuntherapie
auch eine Verschiebung der Immunitat weg von einer Th2-Polarisierung hin zu
einer Thl- (und Treg-) Dominanz stattfindet. So konnte in einer
placebokontrollierten Studie nach einjahriger AIT in Hautbiopsien, welche 24
Stunden nach Allergenprovokation gewonnen wurden, zwar keine Reduktion der
IL-4- und IL-5-mRNA festgestellt werden, daflir jedoch eine im Vergleich zur
Placebogruppe erhohte Expression von IFN-y-mRNA (VARNEY et al., 1993). In
einer weiteren Studie wurden hausstaubmilbenallergische Patienten ebenfalls ein
Jahr lang mittels AIT behandelt. Dann wurden die T-Zellsubpopulationen in vor
und nach der Therapie gewonnen Blutproben verglichen. Bei Patienten, die auf die
Behandlung ansprachen und eine klinische Besserung zeigten, konnte klar eine
Zunahme der Th1-Zellen und ihrer assoziierten Zytokine IL-12 und IFN-y sowie
eine Abnahme der Th2-Zellen und ihrer Zytokine IL-5 und IL-13 festgestellt
werden. Des Weiteren kam es zu einem Anstieg der Treg-Zellen und von IL-10.
Patienten, welche nicht auf die Behandlung reagierten, zeigten keine derartigen
Verénderungen (GOMEZ et al., 2015). Es muss allerdings erwéhnt werden, dass
solche Veranderungen des Verhaltnisses von Th2- zu Th1-Zellen und -Zytokinen,
vor allem im Blut, nicht in allen Studien feststellbar waren (WACHHOLZ et al.,
2002; TILL et al., 2004).

Nicht zuletzt beeinflusst die AIT, wie Dbereits erwdhnt, auch die
Antikorperantworten auf Allergene. Die Serumspiegel der allergenspezifischen
IgE-Antikorper steigen dabei im Verlauf der AIT zunéchst an, fallen dann aber uber
Monate oder Jahre der Behandlung ab (GLEICH et al., 1982; VAN REE et al.,
1997). Dieser langsame, nicht mit der klinischen Verbesserung korrelierende Abfall
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verdeutlicht, dass die durch die AIT hervorgerufene reduzierte Empfindlichkeit
gegeniber Allergenen nicht (nur) von einer Reduktion der IgE-Antikdrper abhéngt
(AKDIS & AKDIS, 2015).

Die Konzentrationen bestimmter 1gG-Subklassen, genauer gesagt von 1gG1 und
v.a. 1gG4, steigen wahrend der AIT dagegen um das zehn- bis hundertfache an
(JUTEL et al., 2005; LARCHE et al., 2006). Sehr wahrscheinlich spiegelt diese
Abnahme im Verhéltnis von IgE zu 1gG4 die Dominanzverschiebung von Th2- zu
Treg-Zellen wider (AKDIS & AKDIS, 2015). Denn obwohl I1L-10 keinen direkten
Klassenwechsel zu 1gG4 bewirkt, verstarkt es doch die Produktion dieser
Antikorper, wahrend es den IL-4-induzierten Immunglobulinklassenwechsel zu IgE
verhindert. Einen Klassenwechsel zu IgG1 in naiven B-Zellen kann IL-10 dagegen
direkt induzieren (LARCHE et al., 2006). Somit erzeugt IL-10 nicht nur in T-Zellen
einen toleranten Status, sondern vermittelt auch eine Veranderung der
Immunglobulinisotypen hin zu einem nicht-inflammatorischen Phanotyp (AKDIS
& AKDIS, 2015).

IgG4 zeigt einige einzigartige strukturelle Besonderheiten in der Gelenkregion, die
dazu flhren, dass 1gG4-Antikdrper in vivo Halbmolekdile (also eine schwere Kette
plus eine leichte Kette) untereinander austauschen konnen. Dadurch entstehen
bispezifische Antikorper, die dennoch in den meisten Fallen unterschiedliche
Antigene nicht miteinander quervernetzen. Die biologische Relevanz des
Austauschs von Halbmolekdilen liegt vielmehr darin, dass solcherart veranderte
Antikorper nicht in der Lage sind, groRe Immunkomplexe zu bilden. Des Weiteren
binden die 1gG4-Antikorper keine Komplementfaktoren, hemmen die
Immunkomplexbildung anderer Isotypen und zeigen eine verringerte Affinitat fur
bestimmte Fcy-Rezeptoren. In Kombination mit ihrer blockierenden Funktion, auf
die gleich noch n&her eingegangen wird, zeigen die 1gG4-Antikorper somit
entzindungshemmende Charakteristika (AALBERSE & SCHUURMAN, 2002;
AKDIS & AKDIS, 2011).

Die durch die AIT induzierten allergenspezifischen 1gG-Antikorper sind auRerdem
in der Lage die allergische Entziindung zu reduzieren, indem sie auf die Zellen
einwirken, die an der allergischen Immunantwort beteiligt sind. So vermindern sie
die IgE-vermittelte Degranulation von Mastzellen und Basophilen, hemmen die
durch IgE vereinfachte Allergenprésentation von APCs gegeniber T-Zellen und

verringern die Anzahl der allergenspezifischen B-Gedachtniszellen, die einen
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Klassenwechsel zu IgE vollzogen haben (WACHHOLZ & DURHAM, 2004,
LARCHE et al., 2006).

Nichtsdestotrotz herrscht nach wie vor eine Kontroverse bezlglich des
Verhéltnisses von  AIT-Wirksamkeit zu Anstieg der Konzentrationen
allergenspezifischer 1gG-Subgruppen (AKDIS & AKDIS, 2015). Zwar korrelieren
in einigen Studien die Serumkonzentrationen allergenspezifischer 1gG-Antikorper
mit der klinischen Verbesserung (GOLDEN et al., 1982), in anderen Studien ist ein
solcher Zusammenhang jedoch nicht festzustellen (MULLER et al., 1989). Diese
widerspruchlichen Ergebnisse kénnten allerdings darauf zurtickzufiihren sein, dass
die wéahrend der AIT entstehenden Antikorper funktionell heterogen sind
(LARCHE et al., 2006). VVor allem von 1gG4-Antikorpern wird angenommen, dass
sie in der Lage sind Allergene ,,abzufangen®, bevor diese die an Effektorzellen
gebundenen IgE-Antikorper erreichen. So kodnnen sie die Aktivierung und
Degranulation von Mastzellen und Basophilen sowie die vereinfachte
Allergenprasentation durch APCs verhindern. Dazu sind sie jedoch nur in der Lage,
wenn sie gegen die gleichen Epitope (also die gleichen molekularen Regionen auf
der Oberflache von Allergenen) gerichtet sind wie die IgE-Antikorper, denn nur
dann findet eine direkte Konkurrenz um die Allergenbindung und damit ein
,blockierender” Effekt statt. Ist dies gegeben, spricht man entsprechend von
blockierenden Antikdrpern. Die 1IgG-Antikdrper kdnnen jedoch auch gegen andere
Epitope als die IgE-Antikorper gerichtet sein. Dies flhrt dazu, dass sie nicht mit
diesen Immunglobulinen konkurrieren kénnen und in ihrer Blockadefunktion
versagen, selbst wenn sie in sehr grofen Mengen vorhanden sind (LARCHE et al.,
2006; AKDIS & AKDIS, 2011; AKDIS & AKDIS, 2015). Es gibt jedoch Hinweise,
dass die AIT nicht nur die Anzahl der 1gG4-Antikorper, sondern auch deren
Blockierungsfahigkeit gegeniiber IgE-mediierten Immunantworten steigert. Der
Erfolg einer AIT scheint also nicht nur mit quantitativen, sondern auch mit
qualitativen Veranderungen der allergenspezifischen 1gG-Antikorper assoziiert zu
sein (WACHHOLZ & DURHAM, 2004). Dementsprechend konnte es zur
Bestimmung einer moglichen Korrelation mit einer klinischen Besserung praziser
sein, in Studien die funktionelle Aktivitat der 1gG-Antikdrper statt ihrer absoluten
Menge zu messen (LARCHE et al., 2006).

Neben den 1gG-Subklassen konnten allerdings auch andere Antikdrperklassen an
der Wirkung der AIT beteiligt sein; so gibt es Hinweise auf eine gesteigerte, TGF-p-
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induzierte 1gA-Produktion wéhrend der Behandlung (LARCHE et al., 2006). In
einer Studie von JUTEL et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass bei einer
gesunden Immunantwort auf Hausstaubmilben erhéhte Mengen von spezifischem
IgA und 1gG4 gebildet werden, dagegen jedoch kaum IgE. In der gleichen Studie
wurden die Effekte einer gegen Hausstaubmilben gerichteten AIT auf die
Antikorperantworten milbenallergischer Patienten untersucht. Zwar kam es durch
die Behandlung zu keiner Veranderung der IgE-Konzentration, daflr aber zu einem

signifikanten Anstieg von IgA und 1gG4.

1.6.2.3.2. Wirkmechanismus beim Hund

Leider herrscht ein Mangel an Studien, welche den Einfluss der AIT auf die
Immunantworten von an AD erkrankter Hunde auf Allergene untersucht haben
(LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Daher gibt es nur wenige Informationen,

die haufig auch noch auf eine Bestatigung durch andere Studien warten.

SHIDA et al. (2004) untersuchten den Einfluss der Allergen-Immuntherapie auf die
Th2- und Thl-Zytokine atopischer Hunde. Zu diesem Zweck wurden die PBMCs
in Blutproben, welche vor Beginn der Behandlung und nach mindestens
dreimonatiger AIT gewonnen wurden, mit Hausstaubmilbenantigen behandelt.
Dann wurden die mRNA-Expressionen von IFN-y und IL-4 bestimmt. Es zeigte
sich, dass sich die Expression von IL-4 durch die Behandlung zwar nicht geandert
hatte, die Expression von IFN-y war jedoch — wie beim Menschen — nach der AIT
signifikant hoher als vor Beginn der Therapie. Entsprechend konnte nach der AIT
ein im Vergleich zu vor der Behandlung signifikant htheres Verhéltnis von IFN-y
zu IL-4 festgestellt werden. Dies spricht daftr, dass es wéhrend der AIT bei
atopischen Hunden — wie bei Menschen — zu einer Verschiebung der Immunitat
weg von einer Th2- und hin zu einer Th1-Dominanz kommt (LOEWENSTEIN &
MUELLER, 2009).

Wie im Abschnitt 11.1.3.2 ,,Pathogenese der caninen atopischen Dermatitis* bereits
kurz erwéhnt, scheinen die regulatorischen T-Zellen und Zytokine auch beim Hund
durch die AIT stimuliert zu werden. So kam es in einer Studie von KEPPEL et al.
(2008) im Verlauf einer einjadhrigen AIT bei atopischen Hunden zu einem
signifikanten Anstieg sowohl der Serumkonzentration von IL-10 als auch des
Anteils der Treg-Zellen an der Gesamt-T-Zellpopulation. Dabei zeigten die Hunde,
die sich klinisch am meisten besserten, auch die starkste Zunahme dieser Parameter.
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Bei gesunden Vergleichshunden kam es im selben Zeitraum dagegen zu keinen
Veranderungen. Entsprechend kénnte ein Anstieg der regulatorischen T-Zellen und
Zytokine auch beim Hund an der Wirksamkeit der AIT maligeblich beteiligt sein
(KEPPEL et al., 2008).

In der gleichen Studie wurde auch untersucht, wie sich die Serumkonzentrationen
der allergenspezifischen IgE-Antikorper im Laufe der AIT entwickeln.
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass diese sich bei Hunden, die auf die
AIT ansprachen, signifikant reduzierten, wahrend bei Patienten, die keine klinische
Verbesserung zeigten, auch keine Veranderung der IgE-Antikorper-
Konzentrationen feststellbar war (KEPPEL et al., 2008). Andere Studien konnten
dies jedoch nicht bestatigen. In einer Untersuchung von FOSTER et al. (2002) kam
es bei Hunden, die tiber mindestens neun Monate mit einer AIT behandelt wurden,
sogar zu einem Anstieg der IgE-Serumkonzentration. Allerdings konnte auch
festgestellt werden, dass dieser IgE-Anstieg bei Hunden, die schlecht oder nur
schwach auf die Behandlung reagierten, signifikant hoher war als bei Hunden, die
klinisch sehr gut auf die AIT ansprachen. In einer weiteren Studie schien eine
sechsmonatige AIT dagegen gar keinen Einfluss auf die IgE-Serumkonzentrationen
atopischer Hunde zu haben (LAUBER et al., 2012)

Andererseits zeigten in dieser Untersuchung atopische Hunde, die eine AIT
erhielten, signifikant hdhere Konzentrationen der allergenspezifischen 1gG1-
Antikorper als gesunde Hunde oder atopische Hunde ohne AIT-Behandlung. Fr
IgG4 konnte jedoch kein Unterschied festgestellt werden (LAUBER et al., 2012).
Und auch in einer anderen Studie konnte nach sechsmonatiger AIT bei Hunden, die
gut auf die Behandlung angesprochen hatten, ein signifikanter Anstieg der Gesamt-
IgG1-Konzentration nachgewiesen werden. Hunde mit keiner oder schwacher
Reaktion auf die Behandlung zeigten dagegen keinen Anstieg oder sogar eine
niedrigere Konzentration als vor Beginn der AIT (FRASER et al., 2004).

Bezuiglich der allergenspezifischen Gesamt-1gG-Serumkonzentrationen konnten in
verschiedenen Untersuchungen ebenfalls Veranderungen im Verlauf der AIT
verzeichnet werden. So kam es in der Studie von FOSTER et al. (2002) bei AIT-
behandelten Hunden =zu einem Anstieg der allergenspezifischen IgG-
Konzentrationen; nach Beendigung der Behandlung sanken diese wieder. Auch
HOU et al. (2008) konnten wéhrend einer zweimonatigen Allergen-Immuntherapie

eine  Zunahme der allergenspezifischen  IgG-Antikorper  feststellen.
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Interessanterweise konnte dies in einer weiteren, &hnlichen Studie von HOU et al.
(2004) jedoch nicht reproduziert werden. Dort variierten die 1gG-Serumspiegel bei
Hunden, die neun Monate lang mit einer AIT behandelt wurden, sehr. Auch Hunde,
die klinisch gut auf die Behandlung ansprachen, zeigten keine Veranderungen der
IgG-Konzentrationen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass der Erfolg der AIT
nicht an das Vorkommen von blockierenden IgG-Antikérpern gebunden ist. Es
sollte jedoch bedacht werden, dass die blockierende Wirkung der 1gG-Antikdérper
vermutlich, wie beim Menschen, nicht nur von der Quantitat abhéngt. Daher waren
Untersuchungen beziiglich der blockierenden Funktion von IgG-Antikorpern beim
Hund im Allgemeinen und der lIgG1-Subklasse im Speziellen wiinschenswert
(LAUBER et al., 2012).

1.6.2.4. Sicherheit und unerwiinschte Wirkungen

Die Inzidenz unerwiinschter Wirkungen liegt bei der AIT bei funf bis funfzig
Prozent (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Es muss jedoch bedacht werden,
dass die hdufigste Nebenwirkung ein sofort bis zwei Tage nach der Injektion
auftretender, verstarkter Juckreiz ist, welcher Stunden bis Tage anhalten kann
(GRIFFIN & HILLIER, 2001). Eine solcherart auftretende Juckreizzunahme weist
darauf hin, dass die verabreichte Dosis zu hoch war und die individuelle
Toleranzschwelle des Tieres Uberschritten wurde; entsprechend sollte die Dosis
dann angepasst werden (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Von weiteren
systemischen Nebenwirkungen wurde bei circa einem Prozent der Hunde berichtet.
Diese &ulerten sich als Schwache, Depression, Schléfrigkeit, Ruhelosigkeit,
Hecheln, Hyperaktivitat, Durchfall, Erbrechen, Urtikaria/Angioddem, Kollaps und
Anaphylaxie. Lokale Reaktionen an der Injektionsstelle sind selten und erfordern
i.d.R. keine Anpassung des Behandlungsprotokolls (LOEWENSTEIN &
MUELLER, 2009).

2. CpG Oligodesoxynukleotide

Bereits 1984, also vor mehr als 30 Jahren, stellten TOKUNAGA et al. fest, dass
eine aus Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin gewonnene, durch
Verdauung mit RNasen hergestellte Desoxyribonukleinsguren (deoxyribonucleic
acid = DNA)-Fraktion mit hohem Guanin-Cytosin-Anteil eine starke Anti-Tumor-
Aktivitadt aufweist. Da dieser Effekt mit der RNA-Fraktion sowie mit einem

unverdauten Extrakt deutlich schwéacher ausgepragt war, kamen TOKUNAGA et
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al. zu dem Schluss, dass die DNA fiir diesen Effekt verantwortlich sein musste. Und
tatsachlich konnten sie acht Jahre spater feststellen, dass bestimmte synthetisch
hergestellte ~ DNA-Oligonukleotide ~ mit  palindromischen  Sequenzen
immunstimulatorische Effekte auslosen (TOKUNAGA et al., 1992). Drei Jahre
danach, also 1995, erkannten KRIEG et al. schliellich, dass unmethylierte Cytosin-
Phosphat-Guanin (CpG)-Motive in bakterieller DNA fur diesen Effekt
verantwortlich sind und murine B-Zellen in vitro und in vivo aktivieren kdnnen.
Dennoch vergingen weitere flinf Jahre, bis HEMMI et al. (2000) dann der Nachweis
gelang, dass die immunstimulatorischen Effekte der CpG-Motive Uber den Toll-
like-Rezeptor 9 (TLR9) vermittelt werden. Seitdem sind synthetisch hergestellte
CpG Oligodesoxynukleotide (CpG ODN) in den Fokus vieler Forschungsbereiche
geruckt und zeigen teilweise vielversprechende Ergebnisse, u.a. in der Bek&mpfung
von Infektionen, Tumoren und allergischen Erkrankungen sowie als Adjuvans fur
Impfstoffe (KRIEG, 2012).

2.1. Aufbau und Einteilung der CpG ODN

Als CpG-Motive bezeichnet man kurze DNA-Oligodesoxynukleotide (ODN), die
aus einem zentralen Cytosin-Guanin (CpG)-Dinukleotid und jeweils zwei
bestimmten flankierenden Basen am 5°- und 3°-Ende des Dinukleotids aufgebaut
sind (KRIEG, 2006). Das in ,,CpG* enthaltene ,,p* reprasentiert dabei die natiirlich
vorkommende Phosphodiester- bzw. die bei synthetischer Herstellung hdaufig
verwendete Phosphorothioatbindung im Ruckgrat des ODN (KUNDIG et al.,
2015).

CpG-Motive finden sich natlrlicherweise sowohl im Genom von Wirbeltieren als
auch in dem von Pathogenen. Allerdings weist ihr Vorkommen Unterschiede auf.
So kommen sie in viraler und bakterieller DNA deutlich haufiger vor als in der von
Wirbeltieren. Aulierdem liegen die Motive bei Pathogenen in unmethylierter Form
vor, wohingegen sie bei Wirbeltieren methyliert sind JURK & VOLLMER, 2007).
Die unmethylierten CpG-Motive stellen damit sogenannte Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns = PAMPS) dar. Sie
kdnnen Uber den Pattern-Recognition Rezeptor (PRR) TLR9 vom Immunsystem
erkannt werden und signalisieren diesem das VVorkommen mikrobieller DNA —und
somit auch das Vorhandensein einer Infektion. Die unmethylierten CpG-Motive
I6sen so eine Vielzahl an Immunantworten aus, die der Infektionsbekd&mpfung
dienen (KAWAI & AKIRA, 2011; KRIEG, 2012; KUNDIG et al., 2015).
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Synthetisch hergestellte CpG ODN weisen mindestens ein solches unmethyliertes
CpG-Motiv auf und imitieren so mikrobielle DNA und deren immunstimulatorische
Aktivitdt (VERTHELYI1 & KLINMAN, 2003). Die optimale CpG-Motiv-Sequenz
zur Auslosung einer Immunstimulation unterscheidet sich dabei innerhalb der
verschiedenen Spezies. So gilt die Sequenz GTCGTT als optimal beim Menschen,
bei Méusen dagegen scheint GACGTT das ideale Motiv darzustellen (KRIEG,
2006). Auch beim Hund wurden einige Studien durchgefiihrt, um die optimale
Sequenz zu ermitteln, zum aktuellen Zeitpunkt besteht jedoch kein Konsens. So
identifizierten REN et al. (2010) AACGTT als ideales Motiv, KURATA et al.
(2004) kamen dagegen zu dem Schluss, dass die Sequenz ATCGAT am besten

geeignet ist, eine Immunstimulation zu bewirken.

CpG ODN werden aufgrund ihrer strukturellen und biologischen Eigenheiten in
mindestens drei Gruppen eingeteilt (KRIEG, 2012). Beispielsequenzen dieser
Gruppen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Beispiele fir CpG Oligodesoxynukleotide der Klassen A, B und C. Die
Cytosin-Guanin-Dinukleotide sind unterstrichen. Basen, die in Grof3buchstaben
dargestellt sind, weisen Phosphorothioatbindungen, Basen in Kleinbuchstaben
dagegen Phosphodiesterbindungen auf (CpG = Cytosin-Phosphat-Guanin, ODN =
Oligodesoxynukleotid, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin, A = Adenosin)
(VERTHELY!] et al., 2003; COOPER et al., 2004; MANUJA et al., 2014).

Klasse A-CpG ODN

5¢-GGtgcaccggtgcagGGGGG-3°

Klasse B-CpG ODN

5¢-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-3

Klasse C-CpG ODN

5-TCGTCGTTTTCGGCGCGCGCLG-3

Klasse A-CpG ODN (auch als Typ D bezeichnet) verfiigen Uber eine zentrale,
selbstkomplementére palindromische Sequenz, die mindestens ein CpG-Motiv
enthalt, und Gber Poly-G-Sequenzen am 5°- und/oder 3°-Ende (KRIEG, 2012). Die
Poly-G-Schwénze erlauben die Bildung hohergeordneter Strukturen wie G-
Tetraden. Diese verstarken die Aufnahme in Zellen und haben Einfluss auf die

intrazellulare Lokalisierung, welche sich dadurch v.a. auf frihe Endosomen
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beschrankt (JURK & VOLLMER, 2007). Es wird auch angenommen, dass die
zentralen selbstkomplementaren Basen eine Haarnadelstruktur bilden kénnen, bei
der das CpG-Dinukleotid an der Spitze prasentiert wird (VERTHELYI &
KLINMAN, 2003). Klasse A-CpG ODN weisen i.d.R. ein gemischtes
Phosphodiester-Phosphorothioat-Riickgrat auf, wobei sich im zentralen Teil
Phosphodiesterbindungen, in den Guanin-reichen Randbereichen dagegen
Phosphorothioatbindungen befinden. Phosphodiesterbindungen werden leicht
durch Nukleasen abgebaut, so dass ein partiell aus Phosphorothioatbindungen
aufgebautes Riickgrat eine hohere Stabilitat aufweist JURK & VOLLMER, 2007).
Ein vollstandig aus Phosphorothioatbindungen aufgebautes Riickgrat wird dagegen
i.d.R. nicht eingesetzt, da es Hinweise darauf gibt, dass die CoG ODN dadurch ihre
immunstimulatorische Wirkung verlieren (BALLAS et al., 1996; VOLLMER &
KRIEG, 2009). In Menschen induzieren Klasse A-CpG ODN eine Produktion von
IFN-a durch plasmazytoide DCs (pDCs), aullerdem tiben sie eine stark aktivierende
Funktion auf natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) aus. B-Zellen werden durch sie
dagegen nur schwach stimuliert. Ihr Einfluss auf die IL-10- und IL-6-Produktion
sowie auf die Reifung von pDCs ist moderat ausgepragt (JURK & VOLLMER,
2007; KRIEG, 2012).

Bei Klasse B-CpG ODN (auch als Typ K bezeichnet) besteht das gesamte
Rickgrat aus Phosphorothioatbindungen, wodurch sie eine hohere Resistenz
gegenliber Nukleasen sowie eine zehn- bis hundertfach erhéhte Aktivitat im
Vergleich zu Phosphodiester-ODN aufweisen. Sie formen keine hdhergeordneten
Strukturen. Die CpG-Motive sind i.d.R. von Thymin-reichen Sequenzen umgeben
(JURK & VOLLMER, 2007; VOLLMER & KRIEG, 2009; KRIEG, 2012). Klasse
B-CpG ODN sind beim Menschen starke B-Zellaktivatoren und férdern die pDC-
Reifung, induzieren jedoch nur eine schwache bis moderate IFN-a-Produktion und
NK-Zellaktivierung (JURK & VOLLMER, 2007; KRIEG, 2012). In Ma&usen
fuhren Klasse B-CpG ODN zusétzlich in hohem Malie zur Produktion von IL-12
durch myeloide DCs (mDCs). Da humane mDCs jedoch kein TLR9 exprimieren,
kommt es bei Stimulation durch CpG ODN beim Menschen auch nur zur Bildung
sehr geringer Mengen von IL-12 (KUNDIG et al., 2015).

Klasse C-CpG ODN kombinieren die Eigenschaften der beiden anderen Klassen.
Sie weisen ein vollstdndig aus Phosphorothioatbindungen bestehendes Riickgrat
sowie am 5°-Ende eine Klasse B-CpG ODN-éhnliche Sequenz auf. Auf der 3°-Seite
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der CpG-Motive verfugen sie jedoch Uber ein selbst-komplementares Palindrom.
Dadurch sind sie in der Lage Duplex-Strukturen zu formen (KRIEG, 2006, 2012).
Auch ihre immunstimulatorischen Eigenschaften liegen zwischen denen der beiden
anderen Klassen. So induzieren sie bei Menschen héhere Mengen IFN-a als Klasse
B-CpG ODN, weisen aber gleichzeitig eine &hnliche B-Zellaktivierung auf wie
Klasse B-CpG ODN (JURK & VOLLMER, 2007).

2.2. Mechanismus der Immunstimulation und immunologische Effekte

2.2.1.  Toll-like-Rezeptor 9 und Signaltransduktion

Das angeborene Immunsystem mit seinen Rezeptoren bildet gegenuber
eindringenden Pathogenen sozusagen die erste Verteidigungslinie. Ihm obliegt es,
(1) Infektionserreger schnell zu erkennen und grob zu kategorisieren, (2) eine
rasche Immunantwort einzuleiten, welche die Infektion selbststandig beendet oder
zumindest hemmt und (3) die Entwicklung einer adaptiven Immunantwort zu
veranlassen, die in ihren Effektorfunktionen genau auf den jeweiligen Pathogentyp
abgestimmt ist (KANZLER et al., 2007; ARYAN et al., 2014). Damit es diese
Aufgaben erfiillen kann, stehen ihm verschiedene hochkonservierte,
keimbahnkodierte Rezeptorfamilien zur Verfligung, welche als Pattern-
Recognition Rezeptoren (PRRS) bezeichnet werden. Diese sind in der Lage,
Infektionserreger anhand molekularer Strukturen zu erkennen, welche unter
Pathogenen weit verbreitet sind, bei Wirbeltieren jedoch nicht oder nur
eingeschrankt vorkommen. Diese Strukturen werden unter dem Begriff Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns = PAMPS)
zusammengefasst (KRIEG, 2006; VOLLMER & KRIEG, 2009). Als PAMPs
kénnen so neben den bereits beschriebenen CpG-Motiven u.a. auch
Lipopolysaccharide (LPS), Flagellin oder RNA dienen (KANZLER et al., 2007).
Nehmen Zellen (wie DCs) uber ihre PRRs die Anwesenheit von Infektionserregern
wahr, lésen sie u.a. durch Produktion verschiedener Zytokine und Chemokine eine
rasche, auf den Pathogentyp abgestimmte Immunantwort aus (KRIEG, 2006;
KANZLER et al., 2007).

Die ersten PRRs die entdeckt wurden, gehdren zur Familie der Toll-like-Rezeptoren
(TLR). Mittlerweile sind beim Menschen zehn verschiedene TLRs bekannt, welche
eine Vielzahl von PAMPs erkennen (KAWAI & AKIRA, 2011). Die

unterschiedlichen Immunzellen exprimieren dabei verschiedene TLRs. Dies erlaubt
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dem Immunsystem vermutlich, seine Immunantwort auf den jeweiligen Erregertyp
abzustimmen. Der im Falle der CpG ODN relevante TLR9 kommt bei
verschiedenen Spezies in unterschiedlichen Zelltypen vor, was es erheblich
erschwert, die moglichen Effekte einer TLR9-Aktivierung bei einer Spezies (also
z.B. beim Mensch) von den Untersuchungsergebnissen anderer Spezies (z.B. der
Maus) zu extrapolieren. So exprimieren beim Menschen unter den ruhenden
Immunzellen ausschliellich B-Zellen und plasmazytoide DCs (eine spezielle Form
der dendritischen Zellen, welche grolie Mengen von Typ | Interferonen, wie IFN-a
und -B, produziert) diesen Rezeptor. Auch aktivierte Neutrophile, Mastzellen,
Basophile, Eosinophile, pulmonale Epithelzellen und Keratinozyten scheinen
TLR9 zu exprimieren; die biologische Bedeutung ist in diesen Féllen noch unklar.
Bei der Maus exprimieren auch Monozyten und myeloide DCs TLR9 (KRIEG,
2006; KUNDIG et al., 2015).

Beztglich des Vorkommens von TLR9 beim Hund gelang HASHIMOTO et al.
(2005) zwar der Nachweis, dass bei Hunden in PBMCs, in Lymphknoten sowie in
geringem Malie in Milzgewebe TLR9-mRNA exprimiert wird, eine weitere
Spezifizierung wurde jedoch nicht vorgenommen. 2011 konnten schlieBlich
KAWARAI et al. die Expression von TLR9 auf CD21+ Zellen nachweisen. In einer
weiteren Studie konnte dies bestétigt werden, dort wurde jedoch zusétzlich eine
TLR9-mRNA-Expression in CD3+ und CD11c+Zellen festgestellt (JASSIES-
VAN DER LEE et al., 2014).

TLRs sind Typ I-Membranglykoproteine, die aus verschiedenen Bestandteilen
zusammengesetzt sind. Sie bestehen aus einer Doméne, die PAMPs erkennt und
viele 'Leucine-rich repeat' (LRR)-Motive enthdlt, einer Transmembran-Domane
und einer TLR/IL-1-receptor-like (TIR)-Signaltransduktionsdoméne (JURK &
VOLLMER, 2007; KANZLER et al., 2007). Einige TLRs (TLR1, 2, 4,5, 6 und 10)
werden auf der Zelloberflache exprimiert und erkennen so extrazellulére Pathogene
anhand mikrobieller Komponenten wie Flagellin oder LPS. TLR3, 7, 8 und 9
befinden sich dagegen im Inneren von Immunzellen in endosomalen
Kompartimenten und binden dort an PAMPs intrazellulérer Erreger, wie RNA oder
DNA (KRIEG, 2006). TLR9 wird nach seiner Synthese zundchst in das
endoplasmatische Retikulum eingelagert und dann Uber den Golgi-Apparat in
Endosomen transportiert. Die TLR9 bilden dort Homodimere, wobei die PAMP-
bindenden Doménen in das Lumen der Endosomen ragen (LATZ et al., 2007,
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KAWAI & AKIRA, 2011). Diese Lokalisierung von TLR9 ermdglicht einerseits
ein rasches und effizientes Erkennen von Nukleinsduren, welche nach Aufnahme
von Viren, infizierten Zellen oder anderen Pathogenen ebenfalls in die Endosomen
transportiert werden. Andererseits schiitzt sie aber auch vor einer versehentlichen
Stimulation durch CpG-Motive in Eigen-DNA, da endogene Nukleinsduren in der
extrazellularen Umgebung rasch von Nukleasen abgebaut werden und nicht in diese
intrazellularen Vesikel gelangen. Die Lokalisierung von TLR9 innerhalb von
Endosomen  bietet somit einen Schutz vor der Entstehung von
Autoimmunkrankheiten (BARTON et al., 2006; KRIEG, 2006; KAWAI &
AKIRA, 2011).

CpG ODN werden spontan von Immunzellen endozytiert und treffen dann in den
Endosomen auf die TLR9. Die Aufnahme scheint dabei unabhangig von der
Sequenz des CpG ODN zu sein. Modifikationen des Rickgrats sowie das
Vorhandensein von Poly-G-Sequenzen scheinen sie dagegen zu beeinflussen. So
erhoht ein komplett aus Phosphorothioatbindungen aufgebautes Rickgrat die
Aufnahme um etwa das Hundertfache (VOLLMER & KRIEG, 2009).

Binden CpG ODN an TLR9-Dimere kommt es zur Konformationsanderung der
Signaltransduktionsdomanen, was zu einer Rekrutierung des Adapterproteins
myeloid differentiation factor (MyD) 88 fiihrt. TLR9 interagiert dann mit diesem,
um die immunstimulatorischen Effekte der CpG ODN (ber verschiedene
Signaltransduktionsproteine (wie IFN-Regulationsfaktoren) einzuleiten (LATZ et
al., 2007; VOLLMER & KRIEG, 2009). Dabei kann TLR9 zwei verschiedene
Signalkaskaden innerhalb unterschiedlicher intrazellularer Kompartimente
aktivieren. In frihen Endosomen wird bei Bindung von Klasse A- und Klasse C-
CpG ODN an TLR9 der IFN-a-Signalweg aktiviert. Bei diesem fuhrt die
Phosphorylierung und Translokation von IFN-Regulationsfaktor (IRF)-7 in den
Zellkern zu einer Aktivierung der Gentranskription der Typ-I-Interferone. In spater
vorkommenden Endosomen kommt es durch Klasse B-CpG ODN dagegen zu einer
Aktivierung des nuclear factor kB (NFkB)-Wegs, bei welchem schlieSlich NFxB
in den Zellkern transloziert und die Transkription verschiedener Gene aktiviert. So
kommt es u.a. zu einer Produktion von IL-12. Wie diese beiden Signalwege
unterschiedlich von ODN aktiviert werden, ist noch unklar JURK & VOLLMER,
2007; VOLLMER & KRIEG, 2009).
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2.2.2. Immunologische Effekte der CpG ODN beim Menschen

Die Stimulation von TLR9 in humanen pDCs durch CpG-Motive hat mehrere, auf
intrazellulare Erreger abgestimmte Effekte: die pDCs sezernieren IFN-a und -,
TNF-a sowie IL-10, migrieren in die T-Zellareale der Lymphknoten und anderer
sekundarer lymphatischer Organe (wo sie die adaptive Immunantwort besser
stimulieren kénnen) und steigern durch eine erhdhte Expression costimulatorischer
Molekdile ihre Fahigkeit, naive und Gedéchtnis-T-Zellen zu aktivieren. Durch
Sekretion verschiedener Th1l-férdernder Chemokine und Zytokine polarisieren sie
die Immunantwort in Richtung Th1-Typ. So kommt es sekundér zur Produktion
von IFN-y (PALUDAN, 1998; KRIEG, 2006; FONSECA & KLINE, 2009). Uber
IFN-abhéngige und -unabhdngige Wege kommt es sekundéar auch zu einer
Aktivierung von NK-Zellen, welche wiederum grof3e Mengen IFN-y produzieren.
Aber auch andere Entziindungszellen, wie Monozyten und Neutrophile, werden
stimuliert (VERTHELYI & KLINMAN, 2003; KRIEG, 2006). In Mdusen kommt
es zusatzlich zur Produktion grofRer Mengen IL-12 durch mDCs und aktivierte
Makrophagen. Beim Menschen ist die Produktion dieses Zytokins dagegen stark
eingeschrankt (FONSECA & KLINE, 2009; KUNDIG et al., 2015). Uber TLR9
aktivierte pDCs haben auch ein verstarktes Potential, CD8+T-Zellen zu stimulieren,
so dass es ebenfalls zu einer Zunahme zytotoxischer T-Zellen kommt (KRIEG,
2006). Ein weiterer wichtiger Effekt der CpG ODN liegt darin, dass durch sie
aktivierte DCs IL-10 produzieren. Dies induziert die Bildung regulatorischer T-
Zellen, welche in vitro IL-10, TGF-f und IFN-y produzieren und starke
immunsuppressive Eigenschaften zeigen (MOSEMAN et al., 2004; JARNICKI et
al., 2008).

Durch CpG-Motive stimulierte B-Lymphozyten sezernieren dagegen IL-6 und IL-
10 (KRIEG, 2006). IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches eine Vielzahl von
Effekten auf Immun- und andere Zellen hat; u.a. kann es B-Zellen stimulieren und
deren Reifung in Plasmazellen induzieren (HUNTER & JONES, 2015). IL-10 hat
wiederum Einfluss auf die pDCs: dort hemmt es die Th1-Differenzierung und fuhrt
zur Bildung IL-10-produzierender Treg-Zellen. IL-10 schrankt somit die Intensitat
der Thl-Immunantwort ein (KRIEG, 2006; FONSECA & KLINE, 2009).

Eine Costimulation naiver B-Zellen tber ihren B-Zell-Antigenrezeptor und ber
TLR9 fihrt zur Differenzierung in antikdrperproduzierende Plasmazellen. Durch
CpG ODN aktivierte B-Zellen weisen zudem eine erhohte Sensitivitat gegentiber
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Antigenstimulation auf, was ihre Differenzierung zu Plasmazellen weiter fordert
(KRIEG, 2006). Des Weiteren kommt es durch CpG ODN zu einem
Immunglobulinklassenwechsel — beim Menschen zu 1gG, bei Mdusen zu 19G2 —
und zur Produktion dieser Antikorper. Die IgE-Produktion wird dagegen
supprimiert (KRIEG, 2006; KUNDIG et al., 2015).

Nicht zuletzt scheinen CpG ODN beim Menschen indirekt auch die Expression und
enzymatische Aktivitat der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) zu steigern, von
welcher bekannt ist, dass sie eine wichtige Rolle bei der T-Zellregulation spielt und
T-Zellantworten direkt und indirekt hemmen kann (FONSECA & KLINE, 2009;
KUNDIG et al.,, 2015). Die Expression und Aktivitdt von IDO wird durch
Interferone induziert und durch IL-10 gesteigert, durch IL-4 und IL-13 dagegen
gehemmt. Verschiedene Zelltypen wie dendritische Zellen, Makrophagen,
Epithelzellen und Fibroblasten exprimieren IDO (HAYASHI et al., 2004). Es wird
angenommen, dass die Induktion von IDO und der Treg-Zellen Mechanismen
darstellen, welche die durch TLR9-Stimulation ausgeldsten Immunantworten
kontrollieren und hemmen und den Koérper so méglicherweise vor der Entwicklung
von Autoimmunkrankheiten schitzen sollen (VOLLMER & KRIEG, 2009).

Zusammengefasst liegt der Nettoeffekt einer Stimulation von TLR9 durch CpG-
Motive somit in einer von regulatorischen Mechanismen kontrollierten Thl-
Polarisierung der zelluldaren und humoralen Funktionen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems (KRIEG, 2006; VOLLMER & KRIEG, 2009). Der
eigentliche biologische Sinn dieser nach Stimulation durch CpG-Motive in
bakterieller oder viraler DNA auftretenden Polarisierung liegt vermutlich darin,
mittels der resultierenden starken zelluldren Immunantwort intrazellulére Erreger,
wie Viren, zu bekdmpfen. Sowohl die Typ-I-Interferone IFN-o und -B als auch das
Typ-l1-Interferon IFN-y induzieren die Expression einer Vielzahl antiviraler
Proteine und kénnen die Apoptose virusinfizierter Zellen einleiten. Sie modulieren
auch die Immunantworten des angeborenen und adaptiven Immunsystems. So
werden durch Typ-Il-Interferone natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und
zytotoxische T-Zellen stimuliert, IFN-y aktiviert dagegen Makrophagen und fiihrt
zu einem Immunglobulinklassenwechsel zu 1gG (PALUDAN, 1998; LIN &
YOUNG, 2014).
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2.2.3. Immunologische Effekte der CpG ODN beim Hund

Leider wurde beim Hund bezuglich des Wirkmechanismus der CpG ODN nicht
anndhernd die gleiche Anzahl an Untersuchungen durchgefiuhrt wie beim
Menschen, so dass zum aktuellen Zeitpunkt nur wenig uber die immunologischen
Effekte von CpG ODN bei dieser Spezies bekannt ist. Daher kénnen die wenigen

Forschungsergebnisse hier nur ergdnzend zum Menschen dargestellt werden.

Auch beim Hund scheinen Klasse B-CpG ODN in vitro eine Proliferation von B-
Zellen induzieren zu kénnen (WERNETTE et al., 2002; KAWARAI et al., 2011).
Des Weiteren konnte nach der Applikation von Klasse B-CpG ODN (anders als
beim Menschen) ein Anstieg der mRNA-Transkription von IL-6 sowie ein im
Vergleich zur Stimulation mit einem Kontroll-ODN zwar nicht signifikant, aber
dennoch 5,2-fach erhohter Wert der mRNA-Transkription von 1L-12p40
beobachtet werden (KAWARAI et al., 2011).

Die Behandlung von caninen PBMCs mit einem Klasse A-CpG ODN fihrte
dagegen zu einem starken Anstieg der IFN-y-mRNA-Expression
und -Proteinproduktion sowie der IL-12p40-mRNA-Expression. Die IL-4-mRNA-
Expression wurde dagegen nicht stimuliert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Klasse
A-CpG ODN auch beim Hund in der Lage sind, eine Thl-polarisierte
Immunantwort anzuregen. Die IL-10- und IL-6-Expression wurde in dieser Studie
nicht bestimmt (KURATA et al., 2004). In einer 2014 ver6ffentlichten Studie von
JASSIES-VAN DER LEE et al. induzierten auch Klasse C-CpG ODN eine IFN-y-
MRNA-Expression und -Proteinsekretion. Die weiteren Effekte waren abhéngig
vom Gesundheitsstatus der Population: bei gesunden Hunden kam es zusétzlich zu
einer Stimulation der IFN-a-, IL-10- und IL-13-mRNA-Expression, Hunde mit
atopischer Dermatitis zeigten dagegen eine gesteigerte IL-6- und IL-12p40-mRNA-
Expression. Die Untersucher schlossen aus diesen Ergebnissen, dass Klasse C-CpG
ODN bei atopischen Hunden also eine Th1l-Immunantwort induzieren, wéhrend es
bei gesunden Hunden zu einer gemischten Th1/Th2/Treg-Immunantwort kommt.
Bei all diesen Studien ist jedoch zu bedenken, dass die untersuchten
Hundepopulationen recht klein waren und eine individuelle Variabilitat beztglich
der Immunantworten auf CpG ODN-Stimulation besteht (JASSIES-VAN DER
LEE etal., 2014).
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2.3. Verabreichungswege und Pharmakokinetik

In  Tiermodellen und beim Menschen scheint eine Vielzahl von
Verabreichungswegen zur Induktion der erwilinschten Immunmodulation geeignet
zu sein. Sowohl die subkutane als auch die intramuskulére Injektion sowie eine
direkte Applikation der CpG ODN auf Schleimh&ute wurden erfolgreich tberprdift.
Je nach therapeutischer Indikation wurden auch verschiedene andere
Verabreichungswege gewahlt, zum Beispiel Injektionen direkt in Tumoren in
onkologischen Studien. Dagegen scheint eine intravendse Applikation weniger
effektiv zu sein (JURK & VOLLMER, 2007).

Beim Menschen werden CpG ODN nach subkutaner Injektion langsam resorbiert;
die ersten Tage nach Verabreichung weisen sie die hochsten Konzentrationen in
den drainierenden Lymphknoten auf. AnschlieBend gelangen sie in die systemische
Zirkulation, wo sie an Plasmaproteine (v.a. Albumin) gebunden transportiert
werden. Die CpG ODN werden dann rasch in die Gewebe verteilt, hauptsachlich in
Leber, Nieren und Milz. Die Blut-Hirn-Schranke scheinen sie jedoch nicht
uberwinden zu kénnen. Der Abbau der CpG ODN geschieht Uber eine Spaltung
durch Exonukleasen; als Abbauprodukte entstehen so natiirliche DNA-Basen und
Thiophosphat-Metaboliten. Diese werden tiber den Urin ausgeschieden (KRIEG,
2006; JURK & VOLLMER, 2007).

Uber die Pharmakokinetik beim Hund ist nach bestem Wissen der Autorin nichts
bekannt. Es kann jedoch spekuliert werden, dass zumindest die Resorption, die
Bindung an Plasmaproteine im Blut sowie der Abbau &hnlich funktionieren wie

beim Menschen.

2.4. Sicherheit und unerwiinschte Wirkungen

Wie bereits erwahnt, wird TLR9 in Nagetieren (wie Mausen) von einem breiteren
Spektrum an Immunzellen exprimiert als im Menschen. So kommt es, dass sich
auch die Nebenwirkungsprofile der CpG ODN bei Nagern und Primaten stark
unterscheiden. Dementsprechend ist es sehr schwierig, Erkenntnisse zu moglichen
Nebenwirkungen aus Modellen mit Nagetieren auf den Menschen zu Ubertragen
(KRIEG, 2012). Gleiches kann vermutlich auch fur den Hund angenommen
werden. Grundsétzlich zeigen Nagetiere mehr unerwiinschte Wirkungen als
Primaten (KRIEG, 2012). So kann es bei Nagern nach Verabreichung von CpG
ODN durch direkte Stimulation von TLR9 in monozytiren Zellen zu hohen
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Serumspiegeln von TNF-a und anderen Zytokinen und Chemokinen kommen,
welche zu einem tddlichen Zytokinsturm fiihren kénnen (SPARWASSER et al.,
1997). Die groBen Mengen proinflammatorischer Zytokine wurden bei Mausen
auch mit verschiedenen anderen Schadwirkungen assoziiert, beispielsweise mit
einer Zerstorung der Lymphfollikel nach wiederholter Applikation groRer Mengen
CpG ODN (ca. 2,5 mg/kg). Bei Primaten werden nach Verabreichung von CpG
ODN jedoch kaum proinflammatorische Zytokine wie TNF-a produziert, so dass
deren Serumkonzentrationen nahezu unverandert bleiben. Entsprechend wurden
bislang keine dieser bei Mausen auftretenden Nebenwirkungen bei Primaten
beobachtet, selbst bei zweimal wdchentlicher Applikation von 5 mg/kg CpG ODN
Uber einen Zeitraum von sechs Monaten (JURK & VOLLMER, 2007; KRIEG,
2012). Auch beim Hund wurde, nach Wissen der Autorin, bislang in keiner Studie
ein Anstieg von TNF-a festgestellt (MUELLER et al., 2005b; JASSIES-VAN DER
LEE et al.,, 2014). Die bei der Maus mit der Produktion grofRer Mengen
proinflammatorischer Zytokine einhergehenden Nebenwirkungen konnten beim
Hund bislang ebenfalls nicht beobachtet werden (MUELLER et al., 2005b;
RAFATI et al., 2005; MILNER et al., 2006; PLUHAR et al., 2010; REN et al.,
2010; BIRD etal., 2011). Durch chronische Applikation von Phosphorothioat-ODN
kann es bei Nagern auch zur dosisabhangigen Infiltration mononukleérer Zellen in
die Organe kommen, in welche die CpG ODN verteilt werden (also Leber, Nieren
und Milz). Diese unerwiinschte Wirkung ist bei Primaten bislang ebenfalls nicht
aufgetreten (JURK & VOLLMER, 2007; KRIEG, 2012). Uber das Vorkommen
dieser Nebenwirkung beim Hund ist nach Wissen der Autorin bislang nichts
bekannt.

Beim Menschen wurde die Sicherheit einer Applikation von CpG ODN (ber einen
Dosisbereich von 0,0025 mg/kg bis 0,81 mg/kg berprift. Bislang konnte keine
maximal tolerierte Dosis festgestellt werden; die CpG ODN wurden in der Regel
gut vertragen. Die beim Menschen hauptsachlich beobachteten Nebenwirkungen
bestehen aus dosisabhéngigen lokalen Reaktionen an der Injektionsstelle (wie
Rétung, Schwellung, Warme, Schmerz und Juckreiz) sowie systemischen
grippeéhnlichen Symptomen (wie Kopfschmerzen, Muskelschmerz, Fieber,
Ubelkeit und Erbrechen). Diese treten typischerweise innerhalb von 12 bis 24
Stunden nach Injektion auf und halten ein bis zwei Tage an. All diese

Nebenwirkungen sind mit den immunstimulatorischen Mechanismen der CpG
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ODN und den bei TLR9-Aktivierung produzierten Zytokinen und Chemokinen
vereinbar (JURK & VOLLMER, 2007; KRIEG, 2012).

Nach bestem Wissen der Autorin wurden bislang keine in vivo-Studien
durchgefuhrt, in denen Hunden ausschlieBlich CpG ODN verabreicht wurden. Die
folgenden Angaben zu bei Hunden beobachteten Nebenwirkungen stammen daher
aus Studien, in denen CpG ODN als Adjuvans verwendet wurden. Sie mussen
dementsprechend mit VVorsicht interpretiert werden, da in den Studien unklar blieb,
ob aufgetretene Nebenwirkungen auf die CpG ODN oder die Vakzine selbst

zurtickzufthren waren.

So kam es in einer Studie, in der CpG ODN als Adjuvans in einer Leishmanien-
Vakzine eingesetzt wurden, bei einem Hund zu einem geringfugigen Erythem
(RAFATI et al., 2005). In einer weiteren Studie wurden CpG ODN als Hilfsstoff in
einer Melanom-Oberflachenantigen-Vakzine verwendet. Hier zeigten die
behandelten Hunde nicht n&her definierte Hautreaktionen (MILNER et al., 2006).
In einer Untersuchung von MUELLER et al. (2005b), bei der CpG-Motiv-
enthaltende Plasmid-DNA als Adjuvans bei einer AIT verwendet wurde, konnten
bei manchen Hunden kleine, nicht juckende, nicht schmerzhafte, intradermale
Papeln an der Injektionsstelle beobachtet werden. Des Weiteren kam es in dieser
Studie bei einem Hund zur Entwicklung von starkem Juckreiz, nachdem dieser
versehentlich mit einer flinffach héheren Dosis als vorgesehen behandelt wurde. Da
jedoch eine Kombination aus DNA und Allergenextrakten injiziert wurde und
verstérkter Juckreiz eine bekannte Nebenwirkung einer zu hoch dosierten AIT
darstellt, kann spekuliert werden, dass diese unerwinschte Wirkung auf die
Allergene und nicht auf die CpG-Motiv-enthaltende DNA zurickzufiihren war.
Abgesehen von lokalen Hautreaktionen und diesem einen Fall von verstarktem
Juckreiz konnten bislang in keiner Studie Nebenwirkungen beim Hund beobachtet
werden (MUELLER etal., 2005b; RAFATI et al., 2005; MILNER et al., 2006; REN
etal., 2010; BIRD et al., 2011).

Beim Menschen fiihrt eine langfristige Behandlung mit rekombinantem IFN-a bei
4% - 19% der Patienten zur Entwicklung einer Autoimmunerkrankung (IOANNOU
& ISENBERG, 2000). Eine Sorge, die daher bei der Applikation von CpG ODN
besteht, ist, dass es durch die TLR9-abhé&ngige Stimulation von IFN-a
mdoglicherweise ebenfalls zur Entwicklung von Autoimmunreaktionen kommen
konnte (JURK & VOLLMER, 2007). Obwohl bei den Tausenden mit CpG ODN
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behandelten Menschen bislang kein Fall einer Autoimmunerkrankung mit der
Behandlung assoziiert werden konnte, ist weiterhin erhdhte Vorsicht geboten, da
die Behandlungsdauer in den meisten bisherigen Studien maximal sechs Monate
betrug; nur wenige Patienten erhielten eine Therapie tiber mehrere Jahre (KRIEG,
2012). Dies gilt vor allem bei bereits bestehenden Autoimmunkrankheiten, da in
bestimmten Mausmodellen die Applikation von CpG ODN bereits vorhandene
Autoimmunreaktionen verstarken konnte (ICHIKAWA et al., 2002; HASEGAWA
& HAYASHI, 2003). Andererseits gibt es jedoch auch Mausmodelle, in denen CpG
ODN einen positiven Effekt auf diese Autoimmunreaktionen entfalteten
(KATAKURA et al., 2005; JURK & VOLLMER, 2007). Beim Hund kam es
bislang in keiner Studie zur Entwicklung einer Autoimmunerkrankung (MUELLER
et al., 2005b; RAFATI et al., 2005; MILNER et al., 2006; REN et al., 2010).

2.5. CpG ODN und atopische Erkrankungen

In den letzten Jahren waren CpG ODN und ihr moglicher Einsatz in der Behandlung
von Asthma und anderen atopischen Erkrankungen in der Humanmedizin
Gegenstand vieler Studien (FONSECA & KLINE, 2009). Grundséatzlich wurden
dabei zwei Ansétze verfolgt: die Verwendung von CpG ODN als Adjuvans bei der
,klassischen* AIT sowie ein Einsatz von CpG ODN als Monotherapie (KRIEG,
2012).

Allerdings befassten sich in der Humanmedizin die meisten Studien mit der
Wirkung von CpG ODN auf Asthma und allergische Rhinitis/Rhinokonjunktivitis;
im Bereich der atopischen Dermatitis herrscht dagegen ein Mangel an
Untersuchungen. Daher soll in Bezug auf den Menschen ausfiihrlicher auf die
Studien zu den beiden erstgenannten, mit der AD nahe verwandten atopischen
Erkrankungen eingegangen werden. Beim Hund ist die Situation genau umgekehrt:
wahrend einige Untersuchungen zur Wirkung von CpG ODN auf die canine AD
durchgefuhrt wurden, gibt es nach Wissen der Autorin keine Studien, welche den

Effekt auf andere atopische Erkrankungen untersuchten.

25.1. Maogliche Mechanismen der CpG ODN-induzierten
Immunmodulation bei atopischen Erkrankungen

Schon friih wurde in einem murinen Asthmamodell erkannt, dass es bei

sensibilisierten Mausen durch Applikation von CpG ODN gelingt, die Th2-

Immunantwort zu hemmen und Entziindungsmanifestationen zu verhindern, selbst
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wenn die allergische Erkrankung bereits etabliert ist (KLINE et al., 1998). Es wird
angenommen, dass die CpG ODN-induzierte, Th1-polarisierte Immunantwort diese
mit Allergien assoziierte Th2-Antwort unterdriickt (KRIEG, 2012). Andererseits
wurde jedoch in IFN-y- und IL-12-Knockout-Mé&usen festgestellt, dass CpG ODN
auch in Abwesenheit dieser Th1-Zytokine fast genauso effektiv wirken und sowohl
die Th2-Zytokine IL-4 und IL-5 reduzieren als auch die Entstehung klinischer
Symptome verhindern kénnen. Dies weist daraufhin, dass die Wirkung von CpG
ODN auf allergische Immunreaktionen zumindest nicht nur von der Induktion einer
Thl-Immunantwort abhangt (KLINE et al., 1999).

Bei einer CpG ODN-Monotherapie von allergischem Asthma scheinen
verschiedene Mechanismen an der Wirkung auf die Entzundungsprozesse in der
Lunge beteiligt zu sein. Es wird davon ausgegangen, dass — neben der Induktion
des Thl-assoziierten Zytokinmilieus, welches die Th2-Immunantwort unterdriickt
— auch die Entstehung und Aktivierung regulatorischer T-Zellen sowie die
Produktion der regulatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B eine entscheidende
Rolle spielen kénnten. Es wurde gezeigt, dass es auRerdem auch zu einer Induktion
von IDO in der Lunge kommt — dieses Enzym konnte ebenfalls an der Suppression
von Th2-Zellen beteiligt sein (RACILA & KLINE, 2005; KRIEG, 2006). Obwonhl
noch wenig Uber die biologische Relevanz der TLR9-Expression in Mastzellen,
Eosinophilen und Basophilen bekannt ist, konnten CpG ODN auch eine direkte
Wirkung auf diese an Allergien beteiligten Effektorzellen ausiiben (JURK &
VOLLMER, 2007). Wie bereits angesprochen, kommt es durch CpG ODN des
Weiteren zu einem Immunglobulinklassenwechsel zu 1gG sowie zu einer
Suppression von IgE (KUNDIG et al., 2015). Es kann spekuliert werden, dass auch
diese Effekte an der Wirkung der CpG ODN auf allergische Erkrankungen beteiligt

sein kdnnten.

Wie oben erwéhnt, wurden diese Hypothesen bezliglich des Mechanismus von CpG
ODN in Bezug auf eine Anwendung bei allergischem Asthma aufgestellt. Aufgrund
der Ahnlichkeit der atopischen Erkrankungen kénnte jedoch vermutet werden, dass
diese zumindest teilweise auf eine Anwendung von CpG ODN bei atopischer

Dermatitis Ubertragbar sein kdnnten.

Die potentiellen Wirkmechanismen der CpG ODN auf allergische Reaktionen
erscheinen im Hinblick auf eine mdgliche Anwendung von CpG ODN in der

Behandlung der atopischen Dermatitis besonders interessant, da sie
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Gemeinsamkeiten mit den Effekten aufweisen, die bei der Allergen-Immuntherapie
(AIT) beobachtet werden. Zusammengefasst kommt es bei der AIT ebenfalls zu
einem Anstieg des Verhdltnisses von Thl- zu Th2-Zytokinen, zu einer Bildung
regulatorischer T-Zellen und Zytokine sowie zu einem
Immunglobulinklassenwechsel (LARCHE et al., 2006). Da die Wirksamkeit dieser
Therapieform seit Jahren bekannt ist, erscheint eine Behandlung der atopischen

Dermatitis mit CpG ODN vielversprechend.

Abschliefend soll noch ein Bogen zu der im Abschnitt 11.1.2 ,,Epidemiologie*
erwéhnten Hygienehypothese geschlagen werden. Diese geht davon aus, dass eine
hohe Exposition gegentiber mikrobiellen Pathogenen in der frihen Kindheit vor
allergischen Erkrankungen schitzt (STRACHAN, 1989). Und tatséchlich gibt es
einige Forschungsergebnisse, die diese Theorie stlitzen (DOUWES et al., 2008;
FLOHR & YEO, 2011). Ausgehend von den CpG-Motiv-induzierten Effekten auf
allergische Reaktionen spekulieren manche Autoren, dass die Aktivierung von
TLR9 durch CpG-Motive in Mikroorganismen und bakteriellen Produkten flr
diesen protektiven Effekt (mit)verantwortlich sein und zu einer Toleranz gegentiber
Allergenen fiihren kénnte (LAZARCZYK et al.,, 2005; ARYAN et al., 2014;
KUNDIG et al., 2015).

2.5.2. CpG ODN in der Behandlung von Asthma und allergischer
Rhinitis/Rhinokonjunktivitis

Wie oben erwahnt, werden in diesem Bereich zwei Mdéglichkeiten untersucht: die

Verwendung der CpG ODN als Adjuvans bei der AIT und die CpG ODN-

Monotherapie (KRIEG, 2012).

CRETICOS et al. fihrten 2006 eine randomisierte, doppelt-geblindete,
placebokontrollierte Phase 2-Studie durch, in der das Hauptallergen der Ambrosie
(Ambrosia artemisiifolia), Amb al, an ein Klasse B-ahnliches-CpG ODN gebunden
wurde. Funfundzwanzig an einer allergischen Rhinitis leidenden und gegeniiber
Ambrosien sensibilisierten Patienten wurde vor der Ambrosien-Pollensaison uber
einen Zeitraum von sechs Wochen einmal wochentlich entweder diese Vakzine
oder ein Placebo injiziert. Die Patienten wurden anschlieBend Uber die néchsten
beiden Jahre beobachtet. Sowohl in der ersten als auch in der zweiten Pollensaison
kam es in der Verumgruppe zu einer im Vergleich zur Placebogruppe signifikanten
Verbesserung der klinischen Symptome der allergischen Rhinitis sowie der
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Beurteilung der Lebensqualitat. Des Weiteren kam es zu einem voriibergehenden
Anstieg der allergenspezifischen IgG-Antikorper sowie zu einer Unterdriickung des
wahrend der Pollensaison Ublicherweise auftretenden Anstiegs der IgE-Antikorper.
In einer sehr &hnlich aufgebauten Studie konnte auch ein Wechsel der Polarisierung
von einer Th2- hin zu einer Thl-Immunitdt sowie ein Anstieg von IL-10
nachgewiesen werden (SIMONS et al., 2004).

Aufgrund dieser sehr vielversprechenden Resultate wurde eine gréRere Phase 3-
Studie angeschlossen, welche die Ergebnisse jedoch nicht reproduzieren konnte.
Daher wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt. Einer der Griinde flr das Scheitern
dieser Phase 3-Studie konnte sein, dass der Ambrosien-Pollenflug in dem Jahr, in
dem die Studie durchgefuihrt wurde, besonders schwach war und die Symptome
entsprechend auch in der Placebogruppe gering ausgepragt waren (KUNDIG et al.,
2015).

Der Effekt von Klasse A-CpG ODN auf atopische Erkrankungen wurde bislang nur
selten untersucht. In einer der wenigen Studien wurden virusartige Partikel (virus-
like particles = VLP) verwendet, um die Stabilitat dieser CpG ODN zu erhéhen und
sie vor Verdau durch Nukleasen zu schitzen. Die CpG ODN-enthaltenden VVLPs
wurden mit Hausstaubmilbenallergenen (house dust mite = HDM) gemischt und 20
HDM-allergischen Patienten tber einen Zeitraum von sechs Wochen injiziert. Es
kam zu einer signifikanten Verringerung der Symptome von Asthma und
allergischer Rhinitis sowie zu einem Anstieg der allergenspezifischen 1gG-
Antikorper. Wahrend die IgE-Serumspiegel zunéchst ebenfalls anstiegen, kam es
schlielich jedoch zu einem Abfall dieser Immunglobuline (SENTI et al., 2009).
Nachfolgend wurden diese Ergebnisse in einer doppelt-geblindeten,
placebokontrollierten Studie tiberprift. Dort wurde eine erste Gruppe von Patienten
mit einer CpG ODN-VLP-HDM-Extrakt-Mischung behandelt, eine weitere
ausschlielRlich mit HDM-Extrakt, eine dritte nur mit CoG ODN-enthaltenden VLPs
und eine vierte Gruppe mit einem Placebo. Die Ergebnisse der ersten Studie
konnten bestatigt werden. Interessanterweise waren die Ergebnisse in der Gruppe,
welche ausschliel3lich CpG ODN-VLPs, also eine CpG ODN-Monotherapie erhielt,
jedoch genauso gut wie in der CpG ODN-VLP-HDM-Extrakt-Gruppe (KUNDIG
etal., 2015).

Diese Feststellung flhrte zu einer randomisierten, doppelt-geblindeten,
placebokontrollierten Phase 2b-Studie, in der die Wirksamkeit dieser CpG ODN-
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VLP-Vakzine genauer untersucht wurde. Es wurden hierzu 299
hausstaubmilbenallergische Patienten ber einen Zeitraum von sechs Wochen
einmal wdchentlich mit Klasse A-CpG ODN gefillten VLPs bzw. mit einem
Placebo behandelt. Die Patienten in der Verumgruppe zeigten nach der Behandlung
signifikant geringere Symptome der allergischen Rhinokonjunktivitis, eine
signifikant verbesserte Beurteilung der Lebensqualitat sowie einen zehnfachen
Anstieg der Allergentoleranz im konjunktivalen Provokationstest. In der

Placebogruppe blieb dieser dagegen unverandert (KLIMEK et al., 2011).

In der Monotherapie allergischer Erkrankungen der tiefen Atemwege, wie Asthma,
zeigten CpG ODN beim Menschen dagegen keine so grof3en Erfolge. Zwar kam es
in diversen Asthmamodellen bei Mdusen und Primaten nach Administration von
CpG ODN zu einer raschen Verbesserung der eosinophilen Atemwegsentziindung
und bronchialen Hyperreaktivitat sowie zu einer Induktion der Th1- und Hemmung
der Th2-Zytokine (KLINE et al., 1998; SEREBRISKY et al., 2000; FANUCCHI et
al., 2004). In einer randomisierten, doppelt-geblindeten, placebokontrollierten
Studie konnten diese Verbesserungen beim Menschen jedoch nicht erreicht werden.
In dieser Studie erhielten 40 Patienten mit mildem Asthma tiber einen Zeitraum von
vier Wochen einmal wdchentlich vernebelte CpG ODN bzw. Placebo via
Inhalation. Die Reaktionen der beiden Gruppen auf (nach der zweiten und vierten
Applikation stattfindende) Allergen-Inhalations-Provokationen wurden verglichen.
Zwar kam es in der CpG ODN-Gruppe zu einem Anstieg von IFN-y sowie von IFN-
induzierbaren Genen sowohl in der Lunge als auch in peripheren Blutzellen, es
konnte jedoch keinerlei Hemmung der allergeninduzierten bronchialen
Hyperreaktivitat, Bronchokonstriktion oder Anzahl der Eosinophilen im Sputum
festgestellt werden. Diese schwachen Ergebnisse kdnnten moglicherweise auf eine
zu kurze Behandlungsdauer oder eine zu geringe Dosierung zurlickzufthren sein
(GAUVREAU et al., 2006).

2.5.3. CpG ODN in der Behandlung der atopischen Dermatitis
Beztiglich der Wirkung von CpG ODN auf die atopische Dermatitis wurden in der
Humanmedizin nach bestem Wissen der Autorin bislang nur Untersuchungen mit

Mausmodellen durchgefiihrt.

2.5.3.1. CpG ODN in Mausmodellen der humanen atopischen Dermatitis
INOUE et al. (2005) untersuchten in einem AD-Mausmodell den Einfluss von CpG
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ODN auf eine gegen das Allergen Ovalbumin (OVA) gerichteten Immunantwort.
Dazu wurde bei BALB/c-Mé&usen das Stratum corneum am Abdomen mittels
Klebeband entfernt, im Anschluss wurde entweder nur OVA oder OVA in
Kombination mit CpG ODN appliziert. Im Vergleich zur alleinigen Applikation
von OVA flhrte die Applikation der Kombination aus CpG ODN und OVA zu
signifikant hoheren Konzentrationen der Th1-Zytokine IL-12 und IFN-y sowie zu
einer signifikant niedrigeren IL-4-Konzentration. Auch ein Anstieg der 1gG2-
Antikorper bei gleichzeitiger Suppression der IgE-Produktion konnte festgestellt
werden. CpG ODN koénnen also auch im AD-Mausmodell die Immunantwort von
einer Th2- zu einer Th1-Dominanz verschieben — selbst bei epikutaner Applikation
der CpG ODN in Kombination mit dem Allergen. Auch in anderen, dhnlich
aufgebauten Studien, in denen AD-Modellmause ebenfalls sensibilisiert und mit
CpG ODN behandelt wurden, konnte ein solcher Wechsel in der Immunitét von
Th2- zu Thl-Dominanz sowie ein Anstieg der 1gG2-Serumkonzentration
beobachtet werden. In einer dieser Studien kam es durch die Verabreichung von
CpG ODN zusétzlich auch zu einem Anstieg der mRNA-Expression des
regulatorischen Zytokins IL-10 (INOUE et al., 2006; WANG et al., 2008a).

PARK et al. (2007) Gberpriften einen moglichen Einsatz von CpG ODN-aktivierten
dendritischen Zellen in der Behandlung der AD. Dazu gewannen sie DCs aus dem
Knochenmark von NC/Nga-Mausen (die aufgrund AD-ahnlicher Lé&sionen und
Symptome sowie einer IgE-Hyperproduktion als natiirliches Modell der humanen
AD gelten) und kultivierten sie zusammen mit CpG ODN. In den solcherart
behandelten DCs konnte eine gesteigerte mRNA-Expression und Produktion von
IL-12 nachgewiesen werden. Wurden die DCs dann wiederum NC/Nga-Méausen
intravends injiziert, zeigten diese eine signifikante Verbesserung der AD-
Symptome, einen Abfall der IgE-Serumkonzentration sowie eine verringerte 1L-4-
Expression in der Haut.

2.5.3.2. CpG ODN und die canine atopische Dermatitis

In einer Studie von ROSTAHER-PRELAUD et al. (2013) wurden die Effekte eines
Gelatinenanopartikel-gebundenen Klasse A-CpG ODN auf die PBMCs atopischer
und gesunder Hunde in vitro untersucht. Das dort verwendete CpG ODN entspricht
dabei exakt dem ODN, welches auch in der vorliegenden Untersuchung eingesetzt
wurde — sowohl bezuglich der Sequenz als auch beziglich des fir Klasse A-CpG
ODN untypischen, komplett aus Phosphorothioatbindungen aufgebauten
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Rickgrats. Auch die Herstellung der Gelatinenanopartikel (GNP) und die
Adsorption der ODN an diese geschah auf identische Weise. Bei Inkubation der
PBMCs mit diesen GNP-gebundenen CpG ODN (CpG GNP) kam es in dieser
Untersuchung zu einer im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant erhdhten IL-
10-Produktion. Auf die Produktion von IL-4 und IFN-y schienen die CpG GNP —
und auch freie CpG ODN der gleichen Sequenz — dagegen keinen Einfluss zu

haben.

In der im Abschnitt 11.2.2.3 bereits beschriebenen Studie von JASSIES-VAN DER
LEE et al. (2014) wurden ebenfalls PBMCs atopischer und gesunder Hunde mit
CpG ODN behandelt. Zunéachst wurden die PBMCs dreier gesunder Hunde mit
Klasse A-, Klasse B-, Klasse C- und Kontroll-ODN stimuliert. Nur die Verwendung
von Klasse C-CpG ODN flihrte zu einer geringen, statistisch nicht signifikanten
Erh6éhung der mRNA-Expression von IL-6, IL-12p40 und IFN-y. Deshalb wurde
dieses CpG ODN fiir den weiteren Versuch gewahlt. Wie bereits erwahnt, kam es
nach Stimulation der PBMCs atopischer Hunde mit diesen Klasse C-CpG ODN zu
einer im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdhten IFN-y-Proteinexpression sowie zu
einer gesteigerten mRNA-Expression von IL-6, IFN-y und IL-12p40. Veranderte
Werte fiir IL-10, IFN-a, IL-4, TNF-a und TGF- konnten dagegen nicht festgestellt
werden. Die Stimulation von PBMCs mit Klasse C-CpG ODN resultierte also in
einer Thl-assoziierten Zytokinantwort, wohingegen es zu keinen Veranderungen

der regulatorischen Zytokine kam.

Die bezuglich der Stimulation mit Klasse A-CpG ODN von der Studie von
ROSTAHER-PRELAUD et al. abweichenden Ergebnisse konnten einerseits darauf
zurickzufihren sein, dass JASSIES-VAN DER LEE et al. keine Transportvehikel
(wie GNP) fir die CpG ODN verwendeten. Auch in der Studie von ROSTAHER-
PRELAUD et al. fiihrte die Stimulation mit freien Klasse A-CpG ODN zu keinem
Anstieg der Zytokin-Konzentrationen. So besteht mdglicherweise die
Notwendigkeit eines Tragerstoffes, um die CpG ODN effektiv in intrazellulare
Vesikel einzuschleusen und eine optimale Wirkung der Klasse A-CpG ODN zu
gewahrleisten. Andererseits muss auch die kleine Probenanzahl in Kombination mit
einer hohen individuellen Variabilitdt der Immunantworten auf eine Stimulation

bedacht werden.

MUELLER et al. (2005b) untersuchten in einer in vivo-Studie die Effekte einer
Allergen-Immuntherapie, bei der CpG-Motiv enthaltende Plasmid-DNA als
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Adjuvans verwendet wurde. Alle sieben in die Studie eingeschlossenen Hunde
hatten vor Studienbeginn bereits (ber mindestens zwolf Monate eine
konventionelle AIT erhalten, auf diese jedoch nicht adéquat angesprochen. Aus
Liposom-Plasmid-DNA-Komplexen und den  jeweiligen, individuellen
Allergenlésungen der Hunde wurden Vakzinen hergestellt, welche den Patienten in
einem Zeitraum von 14 Wochen sechsmal intradermal injiziert wurde. Die Plasmid-
DNA diente dabei ausschlieBlich als Quelle fir CpG-Motive; die Liposomen
wurden als Wirkstofftransportvehikel genutzt. Die Behandlung fuhrte zu einer
signifikanten Verbesserung des Juckreizes sowie zu einer (statistisch jedoch nicht
signifikanten) Reduktion der Lasionen- und Medikamentenscores. Zu einer
Juckreizverbesserung bzw. Lasionenverbesserung um mehr als 50% kam es bei
jeweils drei von sieben Hunden. Es muss bedacht werden, dass die in die Studie
eingeschlossenen Hunde auf die konventionelle AIT nicht reagiert hatten. Daher
kommt der Verbesserung von Juckreiz und Lé&sionen eine groRere Signifikanz zu,
als wenn frisch diagnostizierte atopische Hunde behandelt worden wéren — zumal
die gleichen Allergenextrakte verwendet wurden wie zuvor bei der konventionellen
AIT und nur Liposom-Plasmid-DNA ergénzt wurde (MUELLER et al., 2005b).

Des Weiteren wurden in dieser Studie PBMCs aus Blutproben, welche vor Beginn
(Basiswert) und nach Beendigung der Studie entnommen wurden, mit den
jeweiligen spezifischen Allergenen stimuliert. Dann wurde die mMRNA-Expression
verschiedener Zytokine gemessen. In den PBMCs, welche nach der Studie
gewonnen wurden, konnte eine im Vergleich zum Basiswert signifikant verringerte
IL-4-mRNA-Expression festgestellt werden. Fir IFN-y, TNF und IL-10 ergaben
sich dagegen keine verdnderten Werte. Dies zeigt, dass die Applikation einer
Vakzine aus spezifischen Allergenen und Liposom-gebundener, CpG-Motiv-
enthaltender DNA zumindest teilweise die Th2-Polarisierung atopischer Hunde
riickgangig machen kann (MUELLER et al., 2005b).

2.5.3.3. Vorteile einer CpG ODN-Monotherapie im Vergleich zur Allergen-
Immuntherapie

Wirde sich herausstellen, dass eine CpG ODN-Monotherapie (wie sie in der

vorliegenden Studie untersucht wurde) in der Behandlung der caninen AD effektiv

ist, bréchte sie gegentber der AIT einige Vorteile mit sich.

Durch den Verzicht auf Allergene in der Vakzine konnte erstens das Auftreten
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allergeninduzierter Nebenwirkungen (wie anaphylaktische Reaktionen) verhindert
werden und zweitens jeder Patient — unabhangig davon, gegen welche spezifischen
Allergene er sensibilisiert ist — die gleiche VVakzine erhalten (KUNDIG et al., 2015).
Da die Herstellung auch groRer Mengen CpG ODN zudem vergleichsweise einfach
ist (KRIEG, 2006), kann angenommen werden, dass durch industrielle Produktion
einer CpG ODN-Vakzine deren Preis langfristig auch niedriger liegen kdnnte als
bei individuell fir jeden Hund hergestellten Allergenlésungen fir die
konventionelle AIT. Auch die kostenintensiven Allergietests zur Ermittlung der
individuell relevanten Allergene sowie die langen Bestellzeiten von (je nach

Hersteller) mehreren Wochen fir Allergenlésungen wirden vermutlich entfallen.

Des Weiteren gibt es, wie bereits erwahnt, eine Gruppe von Hunden, bei denen die
auslosenden Allergene nicht identifiziert werden koénnen (canine atopic-like
dermatitis) (HALLIWELL, 2006; PUCHEU-HASTON et al., 2015b). Da die AIT
— als bislang einzig verfugbare spezifische Behandlung — aber eine vorherige
Identifikation der auslésenden Allergene voraussetzt, ist eine spezifische
Immuntherapie dieser Hunde zum aktuellen Zeitpunkt nicht méglich (GRIFFIN &
HILLIER, 2001; LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Bei einer CpG ODN-
Monotherapie wére eine Allergenbestimmung jedoch unnétig, da jeder Hund mit
derselben Vakzine behandelt werden kdnnte. Dementsprechend wirden CpG ODN

moglicherweise eine spezifische Immuntherapie auch dieser Hunde erlauben.

Unter der (noch zu berprifenden) Voraussetzung, dass es bei einer CpG ODN-
Monotherapie irrelevant ist, ob Hunde auf Futtermittel- oder Umweltallergene
reagieren, konnten CpG ODN mdglicherweise sogar Hunden mit einer
futtermittelinduzierten AD die Option einer ursachlichen Therapie bieten. Dasselbe
gilt auch fur Hunde, bei denen eine Eliminationsdidt nicht erwinscht oder
durchfihrbar ist (aus gesundheitlichen Grunden oder weil sie nicht davon
abzuhalten sind, beispielsweise bei Spaziergangen, herumliegende Nahrungsmittel
aufzunehmen) und bei denen dementsprechend unklar ist, ob eine FIAD oder
NFIAD vorliegt.

Des Weiteren kann spekuliert werden, dass eine CpG ODN-Monotherapie
maoglicherweise auch fir Hunde, welche auf die konventionelle AIT nicht
ansprechen, eine weitere ursachliche Behandlungsoption darstellen konnte.
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3. Gelatinenanopartikel

Nanopartikel aus biologisch abbaubaren Polymeren konnen als effiziente
Transportvehikel dienen und als solche fur eine kontrollierte und zielgerichtete
Beforderung und Freisetzung von Wirkstoffen sorgen. Ziel der Verwendung
solcher, auch als ,Carrier” bezeichneter, Vehikel ist eine Erhohung der
Behandlungseffizienz sowie eine Verringerung der Nebenwirkungen des
transportierten  Wirkstoffs.  Gelatinenanopartikel stellen aufgrund ihrer
Biokompatibilitdt, guten Abbaubarkeit, geringen Antigenitdt sowie ihres
chemischen Modifikationspotentials vielversprechende Transportvehikel dar
(ELZOGHBY, 2013).

3.1. Eigenschaften der Gelatine

Gelatine ist ein denaturiertes Protein, welches (mittels partieller Saure- oder
alkalischer Hydrolyse) aus Kollagen in tierischen H&auten, Knochen und Sehnen
gewonnen wird. Obwohl der grofite Anteil der produzierten Gelatine in der
Nahrungsmittelindustrie zum Einsatz kommt, wird sie auch von der Kosmetik-
sowie der pharmazeutischen Industrie genutzt. So wird Gelatine seit langer Zeit u.a.
zur Herstellung von Kapseln, Salben und parenteral zu applizierenden Substanzen,
wie Plasmaexpandern, verwendet. Aufgrund dieser langen Zeitdauer, in der
Gelatine bereits sicher angewandt wurde, wird sie von der amerikanischen
Gesundheitsbehérde FDA (United States Food and Drug Administration) als
grundsatzlich sicher betrachtet (generally regarded as safe = GRAS) (ZWIOREK
et al., 2004; ELZOGHBY, 2013). Gelatine bietet verschiedene Vorteile: sie ist
gunstig, leicht erhaltlich, biokompatibel, ungiftig und leicht abbaubar. Beim
enzymatischem Abbau im Korper entstehen keine schadlichen Produkte, da das
Kollagen, aus dem die Gelatine gewonnen wird, ein im tierischen Organismus
ohnehin sehr hdufig vorkommendes Protein darstellt. Im Gegensatz zu Kollagen
weist sie jedoch —aufgrund ihres denaturierten Zustandes — eine geringe Antigenitéat
auf. Nicht zuletzt bietet die Proteinstruktur der Gelatine zahlreiche zugéangliche
funktionelle Gruppen, welche diverse Modifikationen erlauben (ELZOGHBY,
2013).

3.2. Herstellung von kationisierten Gelatinenanopartikeln
Die Herstellung von Gelatinenanopartikeln (GNP) wurde bereits 1978 das erste Mal
beschrieben (MARTY et al., 1978). Die Qualitat der erzeugten GNP war jedoch
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eher unbefriedigend, da die Partikel beziiglich ihrer GréRe eine hohe Variabilitat
aufwiesen und relativ instabil waren. Dazu kam eine inadédquate Reproduzierbarkeit
des Herstellungsprozesses. Der Grund fur diese Schwierigkeiten lag in der
Heterogenitat der Gelatine, welche bezuglich des molekularen Gewichts eine weite
Bandbreite aufweist (ZWIOREK et al., 2004).

Seitdem wurden viele Produktionsmethoden entwickelt, welche die Herstellung
homogener und stabiler Nanopartikel erlauben. Dazu gehdren beispielweise die
Reverse-Phase-Mikroemulsions-,  die ~ Nanoprazipitations-  sowie  die
Desolvatationstechnik — um nur einige zu nennen (ELZOGHBY, 2013). Da eine
Erklarung all dieser Produktionstechniken den Rahmen dieser Arbeit sprengen
wirde, soll an dieser Stelle nur auf die in der vorliegenden Studie zur Produktion

der GNP angewandte Zwei-Schritt-Desolvatationstechnik eingegangen werden.

Im ersten Schritt dieser Herstellungsmethode werden mittels Zugabe des
Losungsmittels Aceton zu einer wassrigen Gelatinelésung die Gelatinemolekile
dehydriert. Dadurch kommt es zu einer Konformationsédnderung dieser Molekdle
(von gestreckt zu coiled) und zu einer Trennung der hochmolekularen und der
niedrigmolekularen Fraktion (ELZOGHBY, 2013; ROSTAHER-PRELAUD etal.,
2013). Erstere prézipitiert durch die Behandlung und bildet ein Sediment, letztere
befindet sich im Uberstand und wird nachfolgend entfernt, da sie die Produktion
stabiler, gleich groRer Partikel verhindern wirde (ZWIOREK et al., 2004,
ELZOGHBY, 2013). Das Sediment mit der hochmolekularen Fraktion wird
dagegen erneut aufgeldst (ZWIOREK et al., 2008).

Im zweiten Desolvatationsschritt wird erneut (tropfenweise) Aceton zugegeben,
was zur spontanen Formation von Nanopartikeln fiihrt (ZWIOREK et al., 2008).
Diese werden durch Zugabe von Glutaraldehyd stabilisiert; es kommt zur
Kreuzvernetzung freier Aminogruppen von Lysin innerhalb der einzelnen Partikel.
Dieser Schritt ist wichtig, um den Partikeln anhaltende Stabilitdt und Form zu
verleihen. Nicht-kreuzvernetzte Nanopartikel neigen dagegen zu Instabilitat,
Aggregation und verkirzter Zirkulationszeit in vivo (COESTER et al., 2000;
ZWIOREK et al., 2008; ELZOGHBY, 2013). Nach Entfernung von Aceton und
Glutaraldehyd sowie anschlieBender Resuspension in hochreinem Wasser liegen
schliellich grundsatzlich einsatzbereite GNP vor (ZWIOREK et al., 2008).
Allerdings bietet eine zusatzliche Kationisierung der Nanopartikel, wie sie auch in

der vorliegenden Studie durchgefuhrt wurde, einige Vorteile. So zeigte sich, dass
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die Adsorption von CpG ODN an kationisierte GNP aufgrund der elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen dem negativ geladenen ODN-Rickgrat und der
positiv geladenen Partikeloberflache vereinfacht ist (KRISHNAMACHARI &
SALEM, 2009). AuRerdem werden positiv geladene Partikel von DCs und
Makrophagen bevorzugt phagozytiert (THIELE et al., 2001; FOGED et al., 2005).
Um diese Kationisierung zu erreichen, wird die quartire Ammoniumverbindung
Cholamin kovalent an die Partikeloberflache gebunden. AbschlieRend werden zur
Uberpriifung der Herstellungsqualitat die PartikelgroRe und das Zetapotential der
kationisierten GNP gemessen (ZWIOREK et al., 2004; ZWIOREK et al., 2008).
Das Zetapotential stellt eine wichtige MessgroRe fur die Stabilitit der GNP-
Suspension dar. Ein hoher Wert kennzeichnet eine hohe elektrische Ladung auf der
Oberflache der GNP. Eine solche Ladung ist von Vorteil, da durch sie starke
abstoRende Kréfte zwischen den einzelnen Partikeln entstehen, welche eine
Aggregation verhindern (ELZOGHBY, 2013).

3.3. Gelatinenanopartikel als Arzneimitteltrager

Arzneimittel oder auch Gene, welche mittels GNP transportiert werden sollen,
konnen entweder wéhrend der Herstellung der Partikel in die entstehende
Nanopartikelmatrix eingeschlossen oder auf die Oberflache vorhandener GNP
gebunden werden. Sollen beispielsweise hydrophile Wirkstoffe in GNP
inkorporiert werden, werden diese — vor der Formation von Nanopartikeln —
ausreichend lange gemeinsam mit der wassrigen Gelatinelésung inkubiert, so dass
Wirkstoff-Protein-Bindungen entstehen kénnen (ELZOGHBY, 2013). Auch im
Falle einer Beladung mit CpG ODN genligt eine gemeinsame Inkubation, in diesem
Fall jedoch mit praformierten, kationisierten GNP. Die CpG ODN binden dann an
die Oberflache der positiv geladenen GNP. Die Beladungseffizienz kann in diesem
Fall tberprift werden, indem die Dispersion zentrifugiert und der Uberstand
photometrisch auf ungebundene ODN (uberprift wird (ZWIOREK et al., 2008).

Die Applikation der GNP-Wirkstoff-Komplexe kann parenteral (z.B. als subkutane
Injektion), topisch, via Inhalation sowie unter bestimmten Voraussetzungen oral
erfolgen (ELZOGHBY, 2013). Da GNP in den gleichen GroRenbereich fallen wie
Mikroorganismen, werden sie — und damit auch der transportierte Wirkstoff — im
Anschluss auf effiziente Weise in Zellen internalisiert (MAHAPATRO & SINGH,
2011; ELZOGHBY, 2013). In vielen Féllen — so auch bei CpG ODN-beladenen
GNP (CpG GNP) —geschieht diese Aufnahme in Zellen mittels aktiver Phagozytose
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(ZWIOREK et al., 2008; ELZOGHBY, 2013). Die gemeinsame Applikation mit
GNP kann so die Effizienz der Wirkstoffzufuhrung in Zellen steigern. Die
Freisetzung der durch Gelatinenanopartikel transportierten Wirkstoffe kann dann
v.a. auf drei verschiedene Weisen geschehen: via Desorption, Diffusion und/oder
Abbau der GNP (ELZOGHBY, 2013).

Ein moglicher Einsatz von GNP als Arzneimitteltrdger wurde bereits in
verschiedenen Bereichen (berpriift. So wurden beispielsweise zahlreiche
onkologische Studien durchgefiihrt, welche die Verwendung von GNP als
Wirkstofftrager fur Chemotherapeutika untersuchten. Es konnte gezeigt werden,
dass Chemotherapeutika-beladene GNP dem alleinigen Wirkstoff beztiglich der
Anti-Tumor-Aktivitat sowohl in vitro als auch in vivo (in Tiermodellen) Gberlegen
sind (LEE et al., 2006; WON et al., 2011; ELZOGHBY, 2013). Auch ein Einsatz
von GNP als Vakzineadjuvans und Genvektor sowie als Trager fur diverse
Wirkstoffe, wie u.a. Antibiotika, Antimykotika und Analgetika, wurde — mit
teilweise vielversprechenden Ergebnissen — untersucht. Der Nutzen der
gemeinsamen Applikation von Wirkstoffen und GNP liegt in einer verlangerten
Wirkstofffreisetzung, einer Verringerung der Nebenwirkungen und/oder einer
Verbesserung der Aktivitat der Wirkstoffe (ELZOGHBY, 2013).

3.4. Sicherheit

Obwohl Gelatine — wie bereits erwéhnt — schon seit langem eingesetzt und generell
als sicher angesehen wird, wurden Gelatinenanopartikel dennoch in vielen Studien
hinsichtlich ihres zytotoxischen Potentials Gberpriift. Es konnte nachgewiesen
werden, dass GNP in Zellkulturen wenig oder gar keine zytotoxischen Effekte
entfalten. Sie zeigten aulRerdem keinerlei inflammatorisches Potential (ZWIOREK
et al., 2008; ELZOGHBY, 2013; ROSTAHER-PRELAUD et al., 2013). Da beim
Abbau des Weiteren keine schédlichen Produkte entstehen, kann also davon
ausgegangen werden, dass GNP biokompatibel, ungiftig und leicht abbaubar sind
und somit sichere Wirkstofftransportvehikel darstellen (ELZOGHBY, 2013).

Bei einer Applikation von CpG ODN scheint die Bindung an GNP die potentiellen
Nebenwirkungen sogar reduzieren zu kénnen. Wie bereits beschrieben, kann die
systemische Administration von CpG ODN in Mdusen zu einem starken und
schnellen Anstieg systemischer proinflammatorischer Zytokine und Chemokine

mit der Folge eines todlichen Zytokinsturms fihren. Auch Splenomegalie,
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Zerstorung von Lymphfollikeln und hepatotoxische Leberinfiltrate wurden bei
Méusen beobachtet (SPARWASSER et al., 1997; JURK & VOLLMER, 2007;
BOURQUIN et al., 2008; KRIEG, 2012). BOURQUIN et al. (2008) konnten
zeigen, dass es bei einer Verabreichung von Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG
ODN dagegen nicht zu einer solchen systemischen Aktivierung des Immunsystems
in Mausen kommt. Die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine, die
Aktivierung von Lymphozyten in der Milz und die spatere Zerstérung der
Milzarchitektur wurden in dieser Studie durch die Adsorption an GNP verhindert
oder stark reduziert. Wie bereits erwahnt, kann nicht ganz ausgeschlossen werden,
dass CpG ODN (v.a. bei Langzeitbehandlung) auch beim Menschen eine starke
proinflammatorische Immunantwort und in der Folge Autoimmunreaktionen
auslosen konnten. Die gemeinsame Verabreichung mit GNP konnte das Risiko
einer solchen unspezifischen Immunstimulation mit ihren Folgen senken
(BOURQUIN et al., 2008).

Eine Sorge, die bei der gemeinsamen Applikation von GNP mit
immunstimulatorischen Substanzen, wie CpG ODN, besteht, ist die potentielle
Induktion einer gegen die Gelatine gerichteten Immunantwort. Wéhrend es in einer
Studie durch Verabreichung von GNP mit komplettem Freud’schen Adjuvans in
Méusen zwar grundsétzlich gelang, solche gegen Gelatine gerichteten IgG1- und
IgG2a-Antikorper zu generieren, kam es in der gleichen Untersuchung nach
Applikation von CpG GNP jedoch zu keiner solchen, gegen das Matrixmaterial
gerichteten Immunantwort (ZWIOREK et al., 2008). Dieses Ergebnis wartet
allerdings noch auf Bestatigung durch weitere Studien.

3.5. An Gelatinenanopartikel gebundene CpG ODN

BOURQUIN et al. (2008) untersuchten bei Mausen den Einfluss der Bindung an
GNP auf die Verteilung subkutan injizierter CpG ODN im Korper. Wie bereits
beschrieben, finden sich freie CpG ODN nach subkutaner Injektion v.a. in den
drainierenden Lymphknoten, gelangen dann jedoch in die systemische Zirkulation
und in Milz, Leber und Nieren (NOLL et al., 2005; KRIEG, 2006). BOURQUIN et
al. stellten fest, dass GNP-gebundene CpG ODN nach subkutaner Injektion
dagegen fast ausschlieBlich in die drainierenden Lymphknoten gelangen. In einer
anderen Studie konnte aullerdem gezeigt werden, dass die Bindung an
Gelatinenanopartikel RNA-Oligonukleotide vor einem Abbau durch Nukleasen
schutzt und so deren Wirkung verldngert (BOURQUIN et al., 2010). Es kann
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angenommen werden, dass dies auch fir GNP-gebundene CpG ODN gelten konnte.

ZWIOREK et al. (2008) berpriiften, welche Auswirkungen eine Adsorption an
kationisierte GNP auf die immunologischen Effekte der CpG ODN hat. Sie konnten
zeigen, dass die Bindung an Gelatinenanopartikel nicht nur die Aufnahme von CpG
ODN in die Zielzellen erhoht, sondern auch die immunstimulatorische Aktivitét der
CpG ODN signifikant steigert (sowohl in vitro als auch in vivo). Die kationische
Oberflache der GNP verhinderte dabei eine friihzeitige Desorption der CpG ODN
wéhrend des Transports und steigerte die aktive Phagozytose durch die Zielzellen,
wie DCs und Makrophagen, so dass insgesamt eine grofiere Menge CpG ODN in
die Zellen gelangte. Ungeladene Kontroll-GNP wurden dagegen in einem deutlich
geringeren Ausmall aufgenommen. Dies stimmt mit Beobachtungen anderer
Wissenschaftler tberein, dass DCs und Makrophagen bevorzugt positiv geladene
Partikel phagozytieren (THIELE et al., 2001; FOGED et al., 2005).

In murinen mDCs induzierten die CpG GNP in vitro ein Thl-assoziiertes
Zytokinprofil. Dabei zeigten CpG GNP-stimulierte DCs eine zwei- bis dreifach
hohere IL-12p70- sowie eine sieben- bis neunfach hohere TNF-a-Sekretion als mit
freien CpG ODN stimulierte DCs. Auch in vivo konnte bei Mausen eine derartige
Thl-assoziierte Immunstimulation durch CpG GNP beobachtet werden.
Unbeladene GNP oder mit Kontroll-ODN beladene GNP induzierten dagegen
weder in vitro noch in vivo eine Zytokinproduktion (ZWIOREK et al., 2008).

Im Anschluss wurden in dieser Studie Gelatinenanopartikel mit verschiedenen
Klasse A-, Klasse B- und Klasse C-CpG ODN beladen. Weder bei der Adsorption
von Klasse B- noch von Klasse C-ODN kam es zu einer Veranderung der GNP
beziglich PartikelgroRe, Homogenitat und Aggregationsverhalten. Klasse A-CpG
ODN lésten bei zunehmender Konzentration dagegen eine Aggregation aus. Dies
war vermutlich auf die — bereits erwahnte — Bildung hochkomplexer Strukturen
(wie z.B. G-Tetraden) bei dieser Klasse von CpG ODN zuriickzufuhren. Diese
konnen selbst nanopartikuldre Strukturen darstellen, welche bei Adsorption an GNP
vermutlich zu deren Aggregation fiihren kdnnen (ZWIOREK et al., 2008).

Im né&chsten Schritt wurden humane pDCs sowohl mit den GNP-gebundenen
Klasse A-, Klasse B- und Klasse C-CpG ODN als auch mit freien CpG ODN der
gleichen Sequenzen stimuliert. Losliche Klasse B-CpG ODN bewirkten in

humanen pDCs — wie fur diese Klasse typisch und daher wenig Uberraschend —
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keine IFN-a-Produktion. GNP-gebundene Klasse B-CpG ODN induzierten
dagegen eine starke Sekretion dieses Zytokins. Auch bei Klasse C-CpG ODN
steigerte die Adsorption an GNP die Produktion von IFN-a. Bei Klasse A-CpG
ODN fuhrte die Bindung an kationisierte GNP dagegen interessanterweise zu einer
Verminderung der IFN-o-Produktion. Es wurde im Verlauf der Untersuchungen
aulerdem ersichtlich, dass groRere Gelatinenanopartikel —mit  einer
durchschnittlichen GroRe von 293 nm deutlich effektiver in der Zytokininduktion
sind als kleinere Partikel mit einer durchschnittlichen GroRe von 160 nm
(ZWIOREK et al., 2008).

Um die Wirkung GNP-gebundener CpG ODN auf humane B-Lymphozyten zu
untersuchen, wurde diese Zellen ebenfalls mit freien und GNP-gebundenen CpG
ODN aller drei Klassen stimuliert. Dann wurde die Produktion des Zytokins IL-6
als Marker flr die Aktivierung der B-Zellen bestimmt. Die Bindung an GNP fihrte
bei allen drei Klassen zu einer Verringerung der CpG ODN-induzierten IL-6-
Produktion. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine Adsorption von CpG ODN
an Gelatinenanopartikel beim Menschen die Aktivierung von TLR9 in pDCs
steigert, in B-Lymphozyten jedoch hemmt (ZWIOREK et al., 2008).

3.6. Gelatinenanopartikel-gebundene CpG ODN zur Behandlung
allergischer Erkrankungen
In einer Studie von KLIER et al. (2012) wurden erstmals Pferde mit diagnostizierter
rezidivierender Atemwegsobstruktion (recurrent airway obstruction = RAO, auch
bekannt als chronisch-obstruktive Bronchitis), einer allergisch bedingten Asthma-
ahnlichen Erkrankung, per Inhalation mit vernebelten Klasse A-CpG GNP
behandelt. Die Inhalationen fanden fiinf Mal im Abstand von jeweils zwei Tagen
statt. VVor der ersten sowie nach der dritten und flinften Inhalation wurden eine
klinische Untersuchung, Blutentnahme, Bronchoskopie, bronchoalveolare Lavage
(BAL) und Zytologie der BAL-Flussigkeit durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass es bei
den RAO-Pferden nach drei Inhalationen zu einem 3,8-fachen und nach finf
Inhalationen sogar zu einem 6,9-fachen Anstieg der IL-10-Konzentration in der
BAL-Flissigkeit gekommen war. Und auch fir IFN-y konnte im Verlauf der
Behandlung ein konstanter Anstieg der Konzentration festgestellt werden. Es kam
also, wie erwartet, zu einer Th1-Aktivierung sowie zu einem Anstieg des Toleranz-
vermittelnden Zytokins 1L-10 — mdglicherweise durch Erhéhung der Treg-
Zellzahlen in den unteren Luftwegen. Die Inhalation eines Placebos fiihrte dagegen
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zu keiner Veranderung der Zytokine.

In der klinischen Untersuchung zeigte sich nach funf Inhalationen eine signifikante
Verringerung der zuvor (im Vergleich zu gesunden Pferden) erh6hten
Atemfrequenz; die Blutgasanalyse ergab einen signifikanten Anstieg des vormalig
verringerten Sauerstoffpartialdrucks. Des Weiteren wurde im
Tracheobronchialsekret (TBS) der prozentuale Anteil der neutrophilen
Granulozyten an der Gesamtzellzahl bestimmt. Ein hoher Wert ist ein starker
Indikator flir das Vorhandensein einer RAO; er ist in seiner Auspragung mit dem
Schweregrad der Erkrankung assoziiert. Nach fiinf Inhalationen kam es bei den
RAO-betroffenen Pferden zu einer durchschnittlichen Reduktion dieses Anteils um
40% — dies spricht daflir, dass die CpG GNP-Behandlung zu einer signifikanten
Verringerung des Schweregrads der Erkrankung fiihrte. Zusammengefasst scheint
eine CpG GNP-Inhalationsbehandlung bei RAO-erkrankten Pferden also nicht nur
auf Zytokinebene, sondern auch aus klinischer Sicht effektiv zu sein. Wahrend der
gesamten Studie konnten keinerlei Nebenwirkungen beobachtet werden (KLIER et
al., 2012).

2015 wiederholten KLIER et al. den Versuch als randomisierte, doppelt-geblindete,
placebokontrollierte Studie mit 24 RAO-betroffenen Pferden. Wieder wurden funf
Inhalationen im Abstand von zwei Tagen durchgefiihrt — entweder mit Klasse A-
CpG GNP (Verum) oder mit GNP in hochreinem Wasser (Placebo). Bei allen
Pferden wurde vor der ersten und direkt nach der letzten Inhalation sowie vier
Wochen nach Abschluss der Behandlung eine klinische, endoskopische,
zytologische und serumchemische Untersuchung durchgefiihrt. Bei den CpG GNP-
behandelten Pferden konnte eine signifikante Verbesserung der Menge und
Viskositat des Nasen- und Tracheobronchialsekrets, der Auskultationsbefunde, des
Atemtyps sowie der Sauerstofflieferung in die Lunge beobachtet werden. Die
klinische Relevanz dieser Effekte wurde als hoch eingestuft. Diese Verbesserungen
waren — ohne zusétzliche Therapie — sogar vier Wochen nach der letzten
Behandlung noch feststellbar. Dieser anhaltende Effekt bei 70% der untersuchten
klinischen, endoskopischen und zytologischen Variablen muss hoch bewertet
werden, da alle Pferde unter suboptimalen Bedingungen gehalten wurden und
standig Kontakt zu Heu hatten. Des Weiteren kam es auch in dieser Untersuchung

wahrend der gesamten Studiendauer zu keinerlei Nebenwirkungen.

Wie im Kapitel 11.2.5.3.2 ,,CpG ODN und die canine atopische Dermatitis* bereits
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beschrieben, wurde von ROSTAHER-PRELAUD et al. (2013) eine in vitro-Studie
mit einem CpG GNP durchgefuhrt, welches exakt dem in der vorliegenden
Untersuchung eingesetzten CpG GNP entspricht (sowohl beztiglich Sequenz und
Rickgrat des CpG ODN als auch bezuglich der Herstellung und Beladung der
GNP). Dementsprechend kann diese Studie als in vitro-Vorstudie zur vorliegenden

Untersuchung betrachtet werden.

Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass CpG GNP effektiv in canine
PBMCs aufgenommen werden. Die Stimulation von PBMCs atopischer und
gesunder Hunde mit CpG GNP fiihrte zu einer im Vergleich zur Negativkontrolle
signifikant erhohten IL-10-Produktion. Die Produktion war sogar signifikant héher
als bei Stimulation mit freien CpG ODN; d.h. die Bindung an GNP verstérkte die
Fahigkeit der CpG ODN, in caninen PBMCs eine IL-10-Produktion zu induzieren.
Dagegen war keine Veranderung der Thl- und Th2-Zytokine nachweisbar. Die
Autoren gehen davon aus, dass die hohe IL-10-Konzentration flr das Ausbleiben
des erwarteten Anstiegs von IFN-y verantwortlich gewesen sein kdnnte, da IL-10
die Proliferation von DCs sowie die 1L-12-Sekretion hemmt und somit indirekt
auch die Produktion von IFN-y hemmen kénnte. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen anderer Studien kam es bei alleiniger Stimulation mit GNP zu keinem
Anstieg der Zytokinproduktion (ROSTAHER-PRELAUD et al., 2013).

Zusammengefasst erscheinen die Ergebnisse dieser Untersuchung hinsichtlich
einer Verwendung von CpG GNP zur Behandlung der AD sehr vielversprechend,
da das regulatorische Zytokin IL-10 — wie bereits mehrfach erwédhnt — mit einer
Toleranz gegenuber Allergenen in Verbindung gebracht wird und der Erfolg einer
konventionellen AIT mit der Zunahme regulatorischer Zytokine und T-Zellen
assoziiert zu sein scheint (KEPPEL et al., 2008; ASLAM et al., 2010; AKDIS &
AKDIS, 2015). Auch die Tatsache, dass es in der oben beschriebenen Studie von
KLIER et al. zu einer Zunahme der IL-10-Konzentration bei gleichzeitiger
klinischer Verbesserung kam, steigert die Hoffnung, dass die Behandlung mit CpG

GNP auch bei atopischen Hunden einen positiven klinischen Effekt haben konnte.

Nach bestem Wissen der Autorin wurden bei Hunden bislang keine in vivo-Studien
mit CpG GNP durchgefuhrt.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Studiendesign

Die Untersuchung wurde als offene, prospektive in vivo-Pilotstudie durchgefuhrt.
2. Herstellung des Studienmedikaments

2.1. CpG ODN-Material

Es wurden in dieser Studie CpG ODN mit der Sequenz 5’-
GGTGCATCGATGCAGGGGGG-3" und einem kompletten Phosphorothioat-
Rickgrat verwendet (Biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland). Bezuglich der
Sequenz handelte es sich somit um ein Klasse A-CpG ODN. Aus Griinden der
Stabilitat und Resistenz gegentiber Endonukleasen wurde es jedoch modifiziert und
mit einem - fir Klasse A-CpG ODN untypischen — komplett aus

Phosphorothioatbindungen aufgebauten Riickgrat ausgestattet.

2.2. Herstellung kationisierter Gelatinenanopartikel

Die in der vorliegenden Untersuchung verwendeten Gelatinenanopartikel wurden
vom Department fir Pharmazie (Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie)
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen jeweils maximal 72 Stunden vor
Injektion mittels Zwei-Schritt-Desolvatations-Technik hergestellt, wie sie von
COESTER et al. (2000) und ZWIOREK et al. (2008) bereits beschrieben wurde.

Zusammengefasst wurde im ersten Schritt eine 5% (Masssenanteil = wi/w)
Schweinegelatineldsung (Typ A, 175 Bloom) durch Zugabe von Aceton kontrolliert
desolvatisiert (d.h. das Losungsmittel Wasser in der Gelatineldsung wurde durch
das Aceton verdrangt). Dies fihrte zur Sedimentation der hochmolekularen
Gelatine-Fraktion. Der Uberstand mitsamt der sich darin befindlichen
niedrigmolekularen Fraktion wurde anschlieRend entfernt und das Sediment mit der
hochmolekularen ~ Fraktion erneut in  Wasser gelost. Im  zweiten
Desolvatationsschritt wurde die Gelatine durch tropfenweise Zugabe von Aceton
erneut desolvatisiert, wodurch es zur spontanen Bildung von Nanopartikeln kam.
Diese wurden dann mittels Zugabe von Glutaraldehyd quervernetzt. Die
Kationisierung der GNP wurde durch Aktivierung der freien Carboxylgruppen mit

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide und anschlieBender kovalenter
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Bindung der quartéren Ammoniumverbindung 2-
(Aminoethyl)trimethylammoniumchlorid (Cholamin) an die Partikeloberflache

erreicht.

Die PartikelgroRe und das Zetapotential wurden vor und nach der Beladung mit
CpG ODN mittels Zetasizer ZS Nano (Malvern Instruments, Malvern, UK)
bestimmt. Die Partikel vor der Beladung wiesen hydrodynamische Durchmesser
von 150,2 nm (z 0,78 nm) bis 265,9 nm (x 1,8 nm) auf. Die Partikelgréf3en waren
monomodal verteilt (Polydispersitatsindex PDI < 0,12). Das Zetapotential, welches
in 10 mM Natriumchloridlésung (NaCl) gemessen wurde, verblieb bei ungeladenen
GNP bei Werten tber 15,0 mV.

Der Partikelgehalt wurde mittels UMX2 Mikrowaage (Mettler Toledo, GieRen,

Deutschland) gravimetrisch ermittelt.

2.3. Beladung der kationisierten Gelatinenanopartikel mit CoG ODN

Die aseptisch hergestellten GNP sowie die CpG ODN wurden einer isotonischen
Sorbitollésung in einer Konzentration von 5 mg/ml GNP und 0,25 mg/ml CpG
ODN zugegeben. Die Dispersion wurde fiir eine Stunde bei 22°C und leichtem
Ritteln mittels Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

inkubiert.

Um die Qualitat der Beladung zu kontrollieren, wurde die CpG GNP-Dispersion
zunachst bei 14000*g fur 30 Minuten zentrifugiert (Sigma 4K15, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Deutschland). AnschlieBend wurde
die Absorption ungebundener CpG ODN im Uberstand mittels Agilent 8453 UV-
visible Spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) bei einer
Wellenlange von 260 nm gemessen und so die Beladungseffizienz indirekt
photometrisch bestimmt. Die Beladung wurde akzeptiert, wenn die

Beladungseffizienz mindestens 95% (w/w) betrug.

Des Weiteren wurden erneut die PartikelgréRe und das Zetapotential mittels
Zetasizer ZS Nano (Malvern Instruments, Malvern, UK) bestimmt. Nach der
Beladung wiesen die Partikel hydrodynamische Durchmesser von 142,8 nm (x 3,7
nm) bis 207,6 nm (£ 0,71 nm) auf, wobei die Partikelgréfien wiederum monomodal
verteilt waren (PDI < 0,12). Die kleineren PartikelgroRen nach der Beladung
erklaren sich durch ein Schrumpfen der Gelatinenanopartikel aufgrund des h6heren
osmotischen Drucks in der Sorbitollosung. Die Messungen des Zetapotentials,
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welche wieder in 10 mM NacCl stattfanden, ergaben Werte von tber +10 mV.

Nach erfolgter Beladung der GNP mit CpG ODN und Uberprifung der
Beladungsqualitat wurden die CpG GNP bis zur Injektion bei 4-7°C gekihlt
gelagert.

3. Patienten

Insgesamt wurden 18 Hunde in die Studie eingeschlossen. Diese Hunde aus
Privatbesitz stammten zum gréRten Teil aus dem Patientenstamm der
Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt (LMU)

Miinchen.

In der ersten Gruppe von acht Hunden (nachfolgend als ,,Versuchsgruppe 1
bezeichnet) wurden die Patienten ber eine Dauer von acht Wochen behandelt. Da
es bei der Behandlung dieser Patienten bereits zu einer ersten klinischen
Verbesserung zu kommen schien, wurde die Studiendauer bei den anschlieRend
eingeschlossenen zehn Patienten (,,Versuchsgruppe 2) auf 18 Wochen erhoht, um

die Auswirkungen einer langeren Behandlung zu evaluieren.

Da es sich bei der vorliegenden Untersuchung um eine Pilotstudie handelt, wurde

auf eine Kontrollgruppe verzichtet.

3.1. Einschlusskriterien

Grundvoraussetzung fur den Einschluss in die Studie war das Vorliegen einer
asaisonalen caninen atopischen Dermatitis. Die Diagnose der caninen AD wurde
mittels ausfuhrlicher Anamnese, klinischer Untersuchung und Ausschluss anderer
Differentialdiagnosen gestellt. Zu diesem Zweck wurden geeignete Tests und
Untersuchungen wie Hautgeschabsel, Flohkontrollen oder Versuchsbehandlungen
gegen Raudemilben durchgefiihrt. Hautinfektionen mit Bakterien (wie
Staphylococcus  pseudintermedius) und  Hefepilzen (wie  Malassezia
pachydermatis) wurden durch klinische Untersuchung und Evaluierung von
Abklatschzytologien der Haut ausgeschlossen. Nur Hunde, deren Symptome der
caninen AD das ganze Jahr Uber vorhanden und &hnlich ausgepragt waren, bei
denen die Erkrankung also einen asaisonalen Verlauf zeigte, wurden in die Studie

eingeschlossen.

Zur Feststellung, ob an der caninen AD im einzelnen Fall auch
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Futtermittelallergene beteiligt waren, wurde bei den meisten Hunden im Vorfeld
eine achtwdchige Eliminationsdiat durchgefthrt. In dieser Zeit erhielten die Hunde
ausschliel3lich jeweils eine Protein- und eine Kohlenhydratquelle, welche sie zuvor
noch nie gefressen hatten. Im Anschluss wurde mit dem urspriinglichen Futter eine
Provokation durchgefuhrt. Stellte sich heraus, dass an der caninen AD auch
Futtermittelallergene beteiligt waren, durften die betroffenen Hunde, um in die
Studie eingeschlossen zu werden, zwei Monate vor sowie wahrend der gesamten
Studiendauer ausschlieRlich das Futter aus der Eliminationsdiat erhalten. Ahnliches
galt fur Hunde, bei denen vor Beginn der Studie keine Diat durchgefihrt wurde, so
dass unklar war, ob die canine AD teilweise oder vollstandig futtermittelassoziiert
war. Diese Hunde mussten einen Monat vor Beginn der Studie sowie wahrend der

gesamten Studiendauer das gleiche Futter erhalten.

Alle Patienten erhielten auBerdem einen Monat vor sowie wéhrend der gesamten
Studiendauer Praparate flr eine angemessene Flohprophylaxe in den von den

jeweiligen Herstellern vorgesehenen Zeitabstanden.

Um in die Studie eingeschlossen zu werden, durften Hunde mindestens sechs
Wochen vor Beginn der Studie kein injizierbares Glukokortikoid bzw. vier Wochen
vorher kein orales Glukokortikoid, Cyclosporin oder anderes immunsuppressives
Medikament erhalten haben. Oclacitinib sowie topische Glukokortikoid-Praparate
mussten spétestens zwei Wochen vor Studienbeginn abgesetzt werden. Alle diese
Medikamente durften auch wahrend der gesamten Studiendauer nicht verabreicht
werden. Wahrend sowie vier Monate vor Beginn der Studie durften die Hunde
aullerdem keine Allergen-Immuntherapie erhalten. Alle anderen Medikamente,
sowohl solche zur Kontrolle der AD (wie Shampoo, Antihistaminika, Ohrreiniger
etc.) als auch solche zur Behandlung anderer Erkrankungen, durften weiter
verabreicht werden, vorausgesetzt, dass diese keine immunmodulatorische
Wirkung aufwiesen und Dosis und Verabreichungsintervall zwei Wochen vor

sowie wahrend der gesamten Studiendauer nicht verandert wurden.

3.2. Ausschlusskriterien

Hunde wurden aus der Studie ausgeschlossen, wenn der Besitzer und/oder der
untersuchende Tierarzt inakzeptable Unannehmlichkeiten oder Nebenwirkungen
der Immuntherapie beim Patienten feststellten. Eine ungentigende Compliance der
Besitzer fiihrte ebenfalls zum Ausschluss aus der Studie. Des Weiteren wurden
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Hunde aus der Studie ausgeschlossen, wenn sie wahrend der Studienzeit aufgrund
einer Verschlechterung der caninen AD oder zur Behandlung einer anderen
Krankheit immunmodulierende oder andere, die Studie beeinflussende

Medikamente benotigten.

4, Studienprotokoll

Die Durchfithrung der Studie wurde von der zustandigen Uberwachungsbehérde
der Regierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen: 55.2-1-54-2532-122-
13). Vor Beginn der Studie wurden alle Patientenbesitzer tiber Ablauf, erwarteten
Nutzen und mogliche Risiken der Behandlung aufgeklart. Der Erhalt einer solchen
Aufklarung und die Zustimmung zur Teilnahme an der Studie wurden dann mit
dem Unterzeichnen einer Einverstandniserklarung bestatigt (siehe Anhang 3 und
4).

Zu Studienbeginn sowie nach zwei, vier und sechs Wochen wurde allen Patienten
0,3 ml des Studienmedikaments (entspricht einer Dosierung von 75 pg CpG ODN
und 1,5 mg GNP pro Hund) subkutan im Bereich der Popliteallymphknoten
injiziert. Hunde der zweiten Versuchsgruppe erhielten weitere Injektionen in den
Wochen 8, 12 und 16.

Die Hunde beider Versuchsgruppen wurden zu Beginn der Studie sowie nach acht
Wochen, Hunde der Versuchsgruppe 2 zusatzlich in Woche 18, grindlich klinisch
untersucht. Etwaige Lasionen wurden gegebenenfalls zytologisch beurteilt.
AuBRerdem wurden zu diesen Zeitpunkten die Hautldsionen von einem Resident
oder Oberarzt der dermatologischen Abteilung anhand des ,,Canine Atopic
Dermatitis Extent and Severity Index* (CADESI) beurteilt (siehe Anhang 7). Es
handelt sich hierbei um einen validierten Lé&sionen-Score, bei dem 62
Korperregionen (wie beispielsweise konvexe und konkave Ohrmuscheln, Kinn,
Flanken etc.) auf Rotung (als Marker fir akute Entziindung), Lichenifikation (als
Marker fur chronische Entziindung), Exkoriationen und Alopezie (beides als
Marker flr Selbsttraumata) Uberprift werden. Je nach Auspragung der Lasionen
werden Werte zwischen Null (keine Verdnderung) und Funf (schwere
Veranderung) vergeben (OLIVRY et al., 2007Db).

Zur Dokumentation und Beurteilung des Juckreizes wurde dieser von den

Patientenbesitzern Uber die gesamte Studiendauer einmal tdaglich anhand einer
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visuellen Juckreizskala (siehe Anhang 5) eingestuft und in einem Juckreiztagebuch
(siehe Anhang 6) notiert. Diese validierte Skala (HILL et al., 2007; RYBNICEK et
al., 2009) ermdglicht anhand eines Zahlenstrahls mit beigefugten Erklarungen eine
maoglichst objektive Beurteilung des Juckreizes zwischen Null (kein GberméaRiger
Juckreiz) und Zehn (extremer Juckreiz). Leider fuhrten in VVersuchsgruppe 2 drei
der neun Patientenbesitzer, deren Hunde die Studie abschlossen, aufgrund eines
Missverstandnisses das Juckreiztagebuch nur tiber 16 Wochen, so dass bei diesen

drei Hunden die Juckreizdaten der letzten zwei Wochen fehlen.

Um sicherzustellen, dass wéhrend der Studiendauer die Medikation wie in den
Abschnitten  111.3.1  (Einschlusskriterien) und 111.3.2  (Ausschlusskriterien)
beschrieben durchgefiihrt wurde, fuhrten zusétzlich alle Patientenbesitzer ein
Medikamententagebuch (siehe Anhang 8), in dem alle verabreichten Medikamente

und durchgefuhrten Behandlungen notiert werden mussten.

Etwaige Nebenwirkungen wurden auf bereitgestellten Mitteilungsbdgen notiert
(siehe Anhang 9).

Bei Patienten beider VVersuchsgruppen wurde zu Beginn der Studie sowie in Woche
acht, bei Patienten der Versuchsgruppe 2 zusatzlich in Woche 18 eine
Blutprobenentnahme an der Vena (V.) cephalica antebrachii oder V. saphena
lateralis durchgefihrt. Bei jedem Hund wurden pro Blutprobenentnahme ein
Serumrohrchen (Bestell-Nr. 32.329; Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) sowie ein
RNAprotect® Animal Blood Tubes-500 pl-Réhrchen (Katalog-Nr. 76554; Qiagen
GmbH, Venlo, Niederlande) geflllt. Das Blut in den Serumréhrchen wurde
frihestens eine Stunde nach Blutprobenentnahme bei 2540*g fir 5 min
zentrifugiert (Zentrifuge Universal 320 R; Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, Deutschland), dann wurde das Serum abpippetiert. Die so gewonnenen
Serumproben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C, die Blutproben in
den RNAprotect® Animal Blood Tubes bei -20°C gelagert.

5. Analyse der Blutproben

5.1. Serumzytokinbestimmung

Die Serumkonzentrationen der Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-10 und TGF-B1 in den
in Woche 0, 8 und 18 gewonnen Blutproben wurden mittels Milliplex® MAP
TGFp1 Single Plex Magnetic Bead Kit und Milliplex® MAP Canine Cytokine
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Magnetic Bead Panel im Doppelansatz nach Herstellerangaben bestimmt. Die dabei
verwendeten Gerate und Materialien sowie deren Hersteller sind Anhang 10.1 zu

entnehmen.

In diesen Kits wird ein Verfahren eingesetzt, das einem Sandwich-enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) ahnelt. Statt einer festen, antikdrperbeschichteten
Phase werden hierbei jedoch magnetische Polystyrol-Mikrosphéren eingesetzt, die
jeweils mit spezifischen, gegen IFN-y, TNF-o, IL-10 oder TGF-B1 gerichteten
Antikorpern beschichtet sind. Zusammengefasst binden bei diesem Verfahren
zundchst die in den Serumproben enthaltenen Zytokine an die Antikorper auf den
Mikrospharen. Nach einem ersten Waschschritt werden Zytokin-spezifische,
biotinylierte Antikorper (sog. detection antibodies) hinzugefugt, welche wiederum
an die Mikrosphéren-gebundenen Zytokine binden. Abgeschlossen wird die
Reaktion durch Einfiihrung des fluoreszierenden Reportermolekils Streptavidin-
Phycoerythrin. Streptavidin weist eine hohe Affinitat fur Biotin auf, so dass es zur
Bindung an die biotinylierten Antikérper kommt. Je mehr Molekdile der einzelnen
Zytokine in den Proben vorhanden waren, desto mehr Reportermolekiile kénnen
binden und desto starker ist die Fluoreszenz nach einem zweiten Waschschritt.
Ausgehend von der gemessenen Fluoreszenz ist somit eine Bestimmung der

Serumkonzentrationen der Zytokine in den einzelnen Proben maglich.

Die Messung der Fluoreszenz wurde in der vorliegenden Untersuchung mittels Bio-
Plex® 200 Reader, ausgestattet mit Luminex XMAP Technologie, durchgefiihrt. Die
Serumkonzentrationen wurden dann anhand von 7-Punkt-Standardkurven (IFN-y,
IL-10 und TNF-a) bzw. 6-Punkt-Standardkurven (TGF-B) mit Hilfe der Bio-Plex
Manager Software 4.1 berechnet. Die unteren Sensitivitatsgrenzen der Tests lagen
fur IFN-y bei 18 ng/l (+2 Standardabweichungen = SD), fiir TNF-a bei 6,1 ng/1 (+2
SD), fur I1L-10 bei 8,5 ng/l (+2 SD) sowie fur TGF-B1 bei 11,4 ng/l (+2 SD).

5.2. Genexpressionsanalyse

In den in Woche 0, 8 und 18 gewonnen Blutproben der Hunde aus Versuchsgruppe
2 wurden mittels quantitativer Reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(QRT-PCR) die Genexpressionen von IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10 und TGF-p sowie
die zweier Referenzgene analysiert und relativ quantifiziert. Als Referenzgene zur
Normalisierung der Messergebnisse dienten das ribosomale Protein L13A-Gen
(RPL13A) und das Succinat-Dehydrogenase-Komplex, Untereinheit A,
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Flavoprotein (Succinate dehydrogenase complex subunit A, flavoprotein =
SDHA)-Gen. Die Materialien und Gerate, welche zur Vorbereitung und
Durchfuhrung der gRT-PCR verwendet wurden, sowie deren Hersteller sind
Anhang 10.2 zu entnehmen.

Wie bereits erwahnt, wurden die zur Genexpressionsanalyse bestimmten
Blutproben in RNAprotect® Animal Blood Tubes gesammelt. Diese speziellen
Blutrohrchen enthalten ein Reagens, welches die im Blut enthaltenen Zellen lysiert
und die RNA stabilisiert. Im ersten Schritt wurde nun die mRNA in diesen
Blutproben mittels RNeasy® Protect Animal Blood Kit nach Herstellerangaben

isoliert.

Um vor der weiteren Verwendung die Quantitat der so gewonnen mRNA in den
einzelnen Proben zu bestimmen, wurde mit dem NanoDrop™ 1000
Spektralphotometer die Absorption der Proben bei einer Wellenldnge von 260 nm
gemessen. Die Analyse ergab mRNA-Konzentrationen in den einzelnen Proben von
14 ng/ul bis 78,9 ng/ul (mittlere Konzentration: 39,05 ng/pl; mediane
Konzentration: 33,6 ng/pl). Des Weiteren wurde die Reinheit der mMRNA bestimmt.
Hierzu wurde zusatzlich die Absorption bei 280 nm gemessen und der Quotient aus
der Absorption bei 260 nm und bei 280 nm gebildet. Es ergaben sich Werte von
2,06 bis 2,57 (Mittelwert: 2,2; Median: 2,16). Ein Quotient von circa 2,0 wird als

charakteristisch fiir reine RNA betrachtet.

Im Anschluss wurde die mRNA mittels QuantiTect® Reverse Transcription Kit
nach Herstellerangaben in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Die
hierbei jeweils eingesetzten Volumina an Proben-mRNA wurden an die vorher
bestimmten mRNA-Konzentrationen angepasst und betrugen zwischen 2,1 und 12
pl. Volumina unter 12 pl wurden mit RNase-freiem Wasser auf 12 pl aufgefillt.
Dadurch wurde jede Reaktion mit circa 168 ng mRNA durchgefuhrt. Als
Negativkontrolle wurde eine Reaktion ohne Zugabe von Reverser Transkriptase
durchgefiihrt. Diese sogenannte ,,n0 reverse transcription control* (NoRTC) dient
der Uberpriifung auf mogliche Kontaminationen mit genomischer DNA.

Zur abschlielenden relativen Quantifizierung der cDNA mittels real-time PCR
wurde das QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit in Kombination mit den
QuantiTect® Primer Assays fir SDHA, RPL13A, IFN-y, TNF-a, IL-4, I1L-10 und

TGF-B nach Herstellerangaben verwendet, wobei alle Reaktionen im Doppelansatz
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durchgefuhrt wurden.

Alle Polymerase-Kettenreaktionen wurden im Applied Biosystems® 7500 Real-
Time PCR System durchgefuhrt. Die dabei verwendeten Reaktionsbedingungen
sind Tabelle 3 zu entnehmen. Als Negativkontrollen wurden einerseits die bereits
beschriebenen NORTCs und andererseits sogenannte ,,no template controls
(NTCs) mitamplifiziert. NTCs enthalten alle bei der gRT-PCR eingesetzten
Reagenzien, jedoch keine Proben-cDNA. Sie dienen dem Nachweis von
Kontaminationen durch Verschleppung von Probenmaterial. Als abschlie3ender
Schritt wurde bei jeder PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Es konnten
keine Anzeichen von Primer-Dimeren, kontaminierender DNA und fehlerhaften
PCR-Produkten festgestellt werden.

Tabelle 3: Bei allen Polymerase-Kettenreaktionen eingesetztes Programm (min =
Minuten, s = Sekunden, °C = Grad Celsius)

Wiederholungen Vorgang Zeit Temperatur

) ) Aktivierung der HotStarTaq )
Einmalig 15 min 95°C
DNA-Polymerase

Denaturierung 15s 94°C
40 Zyklen Primerhybridisierung 30s 55°C
Elongation 35s 72°C

Bei der quantitativen PCR wird fiir jede Probe der Zyklus (der sog. ,,threshold
cycle = Ct) bestimmt, in dem ein bestimmter Fluoreszenzschwellenwert
uberschritten wird. Zu diesem Zeitpunkt liegt in jeder Probe die gleiche Menge an
PCR-Produkten vor. Die Erreichung dieses Schwellenwerts erfordert umso mehr
Zyklen, je weniger cDNA in der Ausgangsprobe vorgelegen hat (ARYA et al.,
2005; CIKOS et al., 2007).

Zur Analyse der so bestimmten Cr-Messwerte wurde die Applied Biosystems®
DataAssist™ Software v3.01 verwendet. Diese nutzt die komparative Ct-Methode,
wie sie bereits beschrieben wurde (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001;
SCHMITTGEN & LIVAK, 2008), um die Genexpression relativ zu quantifizieren.
Dies bedeutet, dass nicht die absoluten Mengen an mRNA-Molekiilen in den
Proben zu den verschiedenen Zeitpunkten ermittelt werden, sondern die

Veranderungen der Genexpressionen relativ zu Referenzproben bestimmt werden.
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Im Falle der vorliegenden Untersuchung wurden also die Werte aus den Proben von
Woche 8 und Woche 18 ins Verhaltnis zu den Werten aus den Anfangsproben von
Woche 0 (Referenzproben) gesetzt. Die so erhaltenen Werte werden als RQ-Werte
(RQ = Relative Quantifizierung) bezeichnet. Um die jeweilige Veranderung der
Genexpression dann als sogenannten ,,Fold Change* angegeben zu kénnen, wurde
von allen RQ-Werten, welche kleiner als eins waren (was bedeutet, dass die
Expression geringer als in den Referenzproben war), der negative Kehrwert
bestimmt (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN & LIVAK, 2008).

Um kleinere Variationen der Gesamt-RNA-Menge in den Ausgangsproben sowie
der Extraktions- und Reaktionseffizienz auszugleichen, wurden alle Ct-Werte
jedoch zundchst gegen die beiden Referenzgene SDHA und RPL13A normalisiert
(PETERS et al., 2007; WOOD et al., 2008; CHIMURA et al., 2011). Referenzgene
sollten im in der PCR verwendeten Material (in Falle dieser Untersuchung
Gesamtblut) mdoglichst stabil und von der Krankheit sowie der dagegen
eingesetzten Therapie unbeeinflusst exprimiert werden (VANDESOMPELE et al.,
2002). Zur Normalisierung wurde zundchst fir jede Probe der Mittelwert der C+-
Werte der beiden Referenzgene berechnet und dann vom Ct-Wert des Zielgens
subtrahiert (VANDESOMPELE et al., 2002). Die so erhaltenen ACt-Werte wurden
dann mit der Formel 2T in lineare Werte umgewandelt, welche schlieflich zur

weiteren Analyse verwendet wurden.

6. Statistik

Um die Veranderungen der CADESI-Werte im Verlauf der Studie zu beurteilen,
wurden die individuellen Datenpaare von Woche 0 und 8 (Versuchsgruppe 1 und
2) sowie von Woche 0 und 18 (Versuchsgruppe 2) verglichen. Da die Analyse
mittels D'Agostino-Pearson omnibus normality-Test keine Normalverteilung der
Daten ergab, wurden hierfir Wilcoxon matched-pairs signed-rank-Tests

durchgefihrt.

Zur Evaluation des Juckreizes wurden zundchst fir jeden Hund aus den
individuellen Juckreiztageswerten der Wochen 1, 8 und 18 (soweit verfligbar) die
jeweiligen mittleren Juckreizwochenwerte berechnet. Dann wurden die
individuellen Datenpaare von Woche 1 und 8 sowie bei Hunden aus
Versuchsgruppe 2 zuséatzlich die Datenpaare von Woche 1 und 18 verglichen.

Aufgrund der geringen Anzahl von Daten fur Woche 18 konnte mittels D'Agostino-
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Pearson omnibus normality-Test keine Normalverteilung festgestellt werden.
Daher wurden die Daten ebenfalls mittels Wilcoxon matched-pairs signed-rank-

Tests analysiert.

Um die Veranderungen der Serumkonzentrationen von IFN-y, TNF-a, TGF- und
IL-10 im Verlauf der Studie zu beurteilen, wurden jeweils die individuellen
Datenpaare von Woche 0 und 8 sowie in der zweiten Versuchsgruppe zuséatzlich
die Datenpaare von Woche 0 und 18 verglichen. Eine Analyse der Daten mittels
D'Agostino-Pearson  omnibus  normality-Test ergab  wiederum  keine
Normalverteilung, so dass erneut Wilcoxon matched-pairs signed-rank-Tests

durchgefuhrt wurden.

Zur statistischen Analyse der Veranderungen der Genexpressionen von IFN-y,
TNF-a, IL-4, TGF-B und IL-10 wurden die individuellen 2-2€T -Werte von Woche
0, 8 und 18 verglichen. Der D'Agostino-Pearson omnibus normality-Test ergab fur
die Daten keine Normalverteilung, daher wurden Friedman-Tests mit Dunn‘s post-

Tests fur multiple Vergleiche zur Analyse gewahlt.

In allen Untersuchungen wurde ein P-Wert unter 0,05 als signifikant angesehen.
Die statistischen Untersuchungen wurden mit der Software GraphPad Prism® 6
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA) durchgefihrt.
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V. ERGEBNISSE

1. Patienten

Flnfzehn der insgesamt 18 eingeschlossenen Hunde beendeten die Studie. Ein
Hund aus Versuchsgruppe 1 wurde aufgrund von starkem Erbrechen und
Inappetenz nach dem zweiten Studientermin ausgeschlossen. Zwei Hunde (je ein
Hund aus Versuchsgruppe 1 und 2) mussten vorzeitig ausscheiden, da entschieden
wurde, dass die Symptome der caninen AD in diesen Fallen zu stark ausgepragt
waren, um auf immunsuppressive Medikamente zu verzichten. Somit beendeten in

Versuchsgruppe 1 sechs Hunde und in Versuchsgruppe 2 neun Hunde die Studie.

1.1. Rasseverteilung

Unter den an der Studie teilnehmenden Hunden befanden sich zwei Boxer sowie je
ein Vertreter der folgenden Rassen: Beagle, Dobermann, Deutscher Schaferhund,
Franzosische Bulldogge, Golden Retriever, Irish Setter, Jack-Russel-Terrier,
Labrador Retriever und Rhodesian Ridgeback. Sieben der Patienten waren

Mischlinge verschiedener Rassen.

1.2. Geschlechterverteilung
Zehn der 18 teilnehmenden Hunde waren ménnlich (acht davon kastriert), acht
weiblich (sieben davon kastriert). Damit nahmen geringfugig mehr mannliche Tiere

an der Studie teil.

1.3. Altersverteilung
Das Alter der Patienten bei Studienbeginn lag zwischen einem und neun Jahren mit

einem mittleren Alter von 4,7 Jahren (Median 4,8).

14. Gewichtsverteilung
Das Kdrpergewicht der Studienpatienten betrug zwischen 8,15 kg und 49 kg.

2. Untersuchungsdaten

2.1. Medikamententagebuch
Die Auswertung der von den Besitzern ausgefullten Medikamententagebiicher

ergab, dass die Medikation aller Hunde, welche die Studie beendeten, dem
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Protokoll entsprechend durchgefiihrt wurde. Art, Frequenz und Dosierung etwaiger
Medikamente und Behandlungen wurden wéhrend der Studie beibehalten und es
wurden keine Arzneimittel verabreicht, die zum Ausschluss aus der Studie geftihrt

hatten.

2.2. Hautlasionen (CADESI)

Beztiglich der Hautlasionen kam es bis Woche acht zu einer statistisch signifikanten
Verbesserung (p = 0,037). Dabei sank der mittlere CADESI-Wert von 21,93
Punkten zu Beginn der Studie auf 14 Punkte in Woche 8. Die mittlere prozentuale
Verbesserung in diesem Zeitraum betrug 23,07%. Eine Verbesserung der
Lasionenwerte um mindestens 25% zeigten acht von 15 Hunden (53,33%), eine
Besserung um mindestens 50% fiinf von 15 Hunden (33,33%).

Obwohl der mittlere CADESI-Wert bis Woche 18 weiter auf 11,11 Punkte fiel,
konnte fur die Veranderungen im Zeitraum von Studienbeginn bis Woche 18 keine
statistische Signifikanz festgestellt werden (p = 0,258). Die mittlere prozentuale
Verbesserung in dieser Zeit (Woche 0 bis Woche 18) betrug 22,98%, wobei sich

die Lasionenwerte bei sechs von neun Hunden um mindestens 50% besserten.

Die Ergebnisse der statistischen Analyse der CADESI-Werte sind in Tabelle 4
zusammengefasst, eine grafische Darstellung der Entwicklung der CADESI-
Mittelwerte ist Abbildung 1 zu entnehmen. Eine Zusammenfassung der mittleren
prozentualen Verdnderungen sowie der Anteile von Patienten, die sich in
bestimmten Zeitrdumen um mindestens 25% bzw. 50% besserten, findet sich in
Tabelle 6.

Tabelle 4: Ergebnisse der statistischen Auswertung der CADESI-Werte atopischer
Hunde im Verlauf der Immuntherapie mit Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG

Oligodesoxynukleotiden. (CADESI = Canine Atopic Dermatitis Extent and
Severity Index, SD = Standardabweichung, KI = Konfidenzintervall)

Woche 0 Woche 8 Woche 18
Mittelwert £ SD 21,93 + 21,78 14 + 10,49 11,11 +11,12
95% KI 9,87 - 33,99 8,19 - 19,81 2,57 - 19,66
Median 13 11 4
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Abbildung 1: Entwicklung des mittleren CADESI-Werts im Verlauf der
Immuntherapie atopischer Hunde mit Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG
Oligodesoxynukleotiden. Ein hoher CADESI-Wert spiegelt das Vorhandensein
vieler und/oder schwerer L&sionen wider. * p < 0,05. (CADESI = Canine Atopic
Dermatitis Extent and Severity Index, Wo = Woche)

2.3. Juckreiz

Auch der Juckreiz verbesserte sich von Woche 1 bis Woche 8 statistisch signifikant
(p =0,008). So betrug der mittlere Juckreizwochenwert in der ersten Studienwoche
noch 5,58, verringerte sich bis Woche acht jedoch auf 4,46. Es kam in dieser Zeit
zu einer mittleren prozentualen Verbesserung von 24,11%. Bei sieben von 15
Hunden (46,67%) verminderte sich der Juckreiz um mindestens 25%, bei drei von
15 Hunden (20%) um mindestens 50%.

Bis Woche 18 fiel der mittlere Juckreizwochenwert weiter auf 3,19. Ein Vergleich
der Werte dieser Woche mit denen von Studienbeginn ergab ebenfalls eine
statistische Signifikanz (p = 0,031). Die mittlere prozentuale Verbesserung in der
Zeit von Woche 1 bis Woche 18 betrug 44,01%. In diesem Zeitraum verringerte
sich der Juckreiz bei vier von sechs Hunden um mindestens 25%, bei drei von sechs

Hunden um mindestens 50%.

Einzelheiten zu den statistischen Daten der Juckreizauswertung sind Tabelle 5 zu
entnehmen. Eine grafische Darstellung des Verlaufs der mittleren

Juckreizwochenwerte findet sich in Abbildung 2. Die mittleren prozentualen
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Verénderungen sowie die Anteile der Hunde, welche in bestimmten Zeitrdumen
eine Besserung um mindestens 25% bzw. 50% zeigten, sind wiederum in Tabelle 6

zusammengefasst.

Tabelle 5: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Juckreizwochenwerte
atopischer Hunde im Verlauf der Immuntherapie mit Gelatinenanopartikel-
gebundenen CpG Oligodesoxynukleotiden. (SD = Standardabweichung, Kl =
Konfidenzintervall)

Woche 1 Woche 8 Woche 18
Mittelwert + SD 5,68 +1,43 446 +1,97 3,19+141
95% KI 4,79 - 6,38 3,37-5,55 1,7-4,68
Median 5,79 443 3
v
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Abbildung 2: Entwicklung des mittleren Juckreizwochenwerts im Verlauf der
Immuntherapie atopischer Hunde mit Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG
Oligodesoxynukleotiden. Ein Juckreizwert von 0 bedeutet, dass kein Juckreiz
feststellbar ist, ein Wert von 10 steht dagegen flr extremen Juckreiz. * p < 0,05.
(Wo = Woche)
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Tabelle 6: Mittlere prozentuale Veranderungen der Lasionen und des Juckreizes atopischer Hunde in bestimmten Zeitraumen der Immuntherapie mit
Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG Oligodesoxynukleotiden sowie Anteile der Studienpatienten an der Gesamtstudienpopulation, welche in
bestimmten Zeitrdumen der Behandlung eine Verbesserung um mindestens 25% und 50% zeigten. (Wo = Woche, CADESI = Canine Atopic Dermatitis
Extent And Severity Index)

CADESI Juckreiz
Zeitraum Mittlere Mittlere
prozentuale Besserung > 25% = Besserung > 50% prozentuale Besserung > 25% | Besserung > 50%
Besserung Besserung
Wo 0 bis Wo 8 23,07% 8/15 Hunde 5/15 Hunde 24,11% 7/15 Hunde 3/15 Hunde
Wo 8 bis Wo 18 -7,58% 6/9 Hunde 5/9 Hunde 22,09% 3/6 Hunde 1/6 Hunde
Wo 0 bis Wo 18 22,98% 6/9 Hunde 6/9 Hunde 44,01% 4/6 Hunde 3/6 Hunde
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2.4. Serumzytokine
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse aller Serumzytokinanalysen ist Tabelle 7 zu

entnehmen.

2.4.1. Interferon-y

In den meisten Proben lag die Serumkonzentration von IFN-y unterhalb der
Nachweisgrenze. Die mediane Serumkonzentration verblieb dementsprechend zu allen
Zeitpunkten bei 0 ng/l. Es konnten keine signifikanten Verdnderungen festgestellt

werden.

2.4.2.  Tumornekrosefaktor-a

Auch bei der Bestimmung von TNF-a lag in einigen Proben die Konzentration unterhalb
der Messgrenze. Fir die Serumproben aus Woche 0 ergab sich eine mittlere
Serumkonzentration von 114,97 ng/l. Dieser Wert war in Woche 8 auf 102,24 ng/I
gesunken, in Woche 18 dann jedoch auf 216,2 ng/l angestiegen. Beziiglich der medianen
Serumkonzentration konnte ein geringfugiger Anstieg von 0 ng/l in Woche 0, Gber 4,46
ng/l in Woche 8, bis auf 60,31 ng/l in Woche 18 festgestellt werden. Die statistische

Analyse ergab keine Signifikanz.

2.4.3.  Transforming growth factor-p

Die Serumkonzentration von TGF-f lag in allen Proben im messbaren Bereich. Die
mittlere Serumkonzentration in den vor Beginn der Behandlung gewonnen Proben
betrug 32047 ng/l. In Woche 8 war diese minimal auf 33678 ng/l und in Woche 18 auf
34796 ng/l gestiegen. Auch hier konnte keinerlei Signifikanz festgestellt werden.

2.4.4, Interleukin-10
Die Serumkonzentration von IL-10 lag in den meisten Proben wiederum unterhalb der
Nachweisgrenze. Die mediane Serumkonzentration betrug dementsprechend zu allen

Zeitpunkten 0 ng/l. Es ergaben sich keine signifikanten VVeranderungen.
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Tabelle 7: Darstellung der Ergebnisse der Serumkonzentrationsbestimmungen von IFN-y, TNF-a, TGF-B und IL-10 in Nanogramm pro Liter sowie
der bei der statistischen Analyse festgestellten p-Werte. (IFN = Interferon, TNF = Tumornekrosefaktor, TGF = Transforming growth factor, IL =
Interleukin, ng/l = Nanogramm pro Liter, SD = Standardabweichung, KI = Konfidenzintervall)

Zytokin Woche Mittelwert £ SD (ng/l) 95% KI Median (ng/l) p-Wert (im Vergleich zu
Woche 0)
0 9,98 + 38,64 -11,42 - 31,38 0 -
IFN-y 8 1075,66 = 3873 -1069 - 3220 0 0,125
18 26,11 + 78,34 -34,1 - 86,33 0 > 0,999
0 114,97 £ 3524 - 80,16 - 310,1 0 -
TNF-a 8 102,24 +249,3 -35,84 - 240,3 4,46 0,91
18 216,2 £ 425,3 -110,7 - 543,1 60,31 0,063
0 32047 + 8428 27380 - 36714 32197 -
TGF-B 8 33678 + 7607 29465 - 37890 33994 0,934
18 34796 £ 7775 28820 - 40773 35879 0,426
0 2701 £+ 10287 -2995 - 8398 0 -
IL-10 8 1287 £ 4923 -1440 - 4013 0 0,625
18 4673 £ 13938 -6041 - 15387 0 > 0,999
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2.5. Genexpressionen
Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen aller untersuchter Zytokine sind in Tabelle
8 zusammengefasst. Die Veranderungen der Expressionen aller untersuchter Zytokine

sind in Abbildung 3 grafisch dargestellt.
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Abbildung 3: mRNA-Expressionen der Zytokine Interferon (IFN)-y,
Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-4, Transforming growth factor
(TGF)-p und IL-10 in den Blutproben atopischer Hunde im Verlauf der Behandlung
mit Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG Oligodesoxynukleotiden. Dargestellt
sind die Veranderungen der Expressionen in den Proben der Wochen 8 und 18 im
Verhéltnis zu den Ausgangsproben in logarithmierter Form. (RQ = Relative
Quantifizierung, log = Logarithmus)

2.5.1. Interferon-y
Die mRNA-Expression von IFN-y veranderte sich im Verlauf der Studie nur minimal.
So war sie in Woche 8 1,05-fach héher und in Woche 18 1,06-fach geringer als in den

Ausgangsproben. Die Veranderungen waren nicht signifikant.

2.5.2.  Tumornekrosefaktor-a
Die Expression der TNF-a-mRNA zeigte ebenfalls keine signifikanten VVeranderungen.
In Woche 8 war sie zwar geringfligig auf das 1,33-fache des Basalwerts gestiegen, in

Woche 18 jedoch wieder auf das 1,08-fache des Ausgangswertes gesunken.



IV. Ergebnisse 98

2.5.3. Interleukin-4

Wie in Abbildung 4 zu erkennen ist, kam es im Verlauf der Studie zu einer statistisch
signifikanten Reduktion der mRNA-Expression von IL-4 (p = 0,048). So war die
Genexpression nach vier CoG GNP-Behandlungen, also in Woche acht, 2,36-fach und

in Woche 18, nach sieben Injektionen, 3,08-fach geringer als zu Studienbeginn.
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Abbildung 4: Entwicklung der mRNA-Expression von Interleukin-4 in den
Blutproben atopischer Hunde im Verlauf der Behandlung mit Gelatinenanopartikel-
gebundenen CpG Oligodesoxynukleotiden. Dargestellt sind die mittleren 2-4¢T-
Werte. * p < 0,05. (Wo = Woche)

2.5.4.  Transforming growth factor-p

Fur TGF-B ergaben sich in der Genexpressionsanalyse wiederum keine signifikanten
Anderungen. Die mRNA-Expression war in Woche 8 auf das 1,008-fache und in Woche

18 auf das 1,059-fache des Ausgangswerts gestiegen.

2.5.5. Interleukin-10

Die Expression der IL-10-mRNA zeigte im Verlauf der Studie ebenfalls nur minimale
Veranderungen. So war die mMRNA-Expression sowohl in Woche 8 als auch in Woche
18 1,09-fach geringer als zu Beginn der Studie. Die Verénderungen waren nicht

signifikant.
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Tabelle 8: Darstellung der Ergebnisse der Genexpressionsanalysen von IFN-y, TNF-a, IL-4, TGF-p und IL-10 sowie der bei der statistischen Analyse
festgestellten p-Werte. Alle Daten beziehen sich auf die bei der Analyse der Ergebnisse der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion erhaltenen 2-4¢T-
Werte. (IFN = Interferon, TNF = Tumornekrosefaktor, TGF = Transforming growth factor, IL = Interleukin, SD = Standardabweichung, KI =
Konfidenzintervall)

Zytokin Woche Mittelwert £ SD 95% KI Median Fold Change p-Wert
0 1,44x104 + 5,5x10°° 1,01x104 - 1,86x10* 1,3x10* -
IFN-y 8 1,51x10* + 7,24x10° 9,51x10°° - 2,06x10* 1,37x10* 1,05 > 0,999
18 1,36x10* + 7,89x10° 7,51x10°° - 1,96x10* 1,25x10 -1,06
4,65x102 + 1,29x10°3 3,66x10° - 5,65x10°3 4,83x10°3 -
TNF-a 5,27x1072 + 1,59x103 4,05x10°3 - 6,5x10°3 5,66x1073 1,33 0,278
18 5,02x10°3 + 1,76x103 3,67x10°3 - 6,37x10°3 4,13x10°3 1,08
0 2,15x10 + 3,34x10* -4,19x10° - 4,72x104 1,08x10* -
IL-4 9,1x10° + 5,46x10° 4,9x10° - 1,33x10* 6,92x10° -2,36 0,048
18 6,98x10°° + 3,50x10° 4,29x107° - 9,67x10° 6,28x10°° -3,08
0 3,82x10! + 8,2x102 3,19x10% - 4,45 x101 3,74x10t -
TGF-B 3,85x101 + 6,37x107? 3,36x10 - 4,34x101 3,9x101 1,01 0,971
18 4,05x10! + 9,84x107? 3,29x10! - 4,8x10! 3,85x101 1,06
3,63x103 + 9,92x10* 2,87x1072 - 4,39 x10°3 3,53x10°3 -
IL-10 3,33x10°% + 8,87x10* 2,64x10°2 - 4,01x10°3 3,35x1073 -1,09 0,971
18 3,32x10°® + 7,53x10* 2,74x10°2 - 3,9x10°3 3,42x10°3 -1,09
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3. Nebenwirkungen

Da das ursprungliche Studienprotokoll eine intradermale Injektion des
Studienmedikaments vorsah, wurde die erste Injektion der Studie auf diese Weise
durchgefuhrt. Der entsprechende Patient zeigte jedoch erhebliche SchmerzéuRerungen.
Daher wurde das Protokoll hin zu einer subkutanen Injektion im Bereich der
Popliteallymphknoten  gedndert. Daraufhin kam es zu keinen weiteren
Schmerzreaktionen, die Uber das normale MaR einer subkutanen Injektion

hinausgegangen waren.

Als weitere Nebenwirkungen konnten Erbrechen, Durchfall, Schwellungen der
Popliteallymphknoten und Schwellungen an der Injektionsstelle beobachtet werden.
Genaue Angaben zur Anzahl der betroffenen Hunde sind Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9: Wahrend der Behandlung mit Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG

Oligodesoxynukleotiden bei den Studienpatienten aufgetretene Nebenwirkungen. (Lnn
= Lymphonodie)

Nebenwirkung Haufigkeit Anzahbzitggffener
héufig 2
Erbrechen gelegentlich (3-4 Mal) 1
selten (1-2 Mal) 3
S gelegentlich (3-4 Mal) 2
einmalig 2
Schwellung der Lnn. poplitei einmalig 1
Schwellung der Injektionsstelle einmalig 3

Bei zwei der insgesamt 18 Hunde war das Erbrechen h&ufig, stark ausgepragt und mit
Durchfall assoziiert. Einer der beiden Hunde musste aufgrund dessen nach dem zweiten
Studientermin aus der Studie ausgeschlossen und behandelt werden. Der zweite dieser
beiden Hunde zeigte die Symptome (Erbrechen und gelegentlicher Durchfall)
zunehmend gegen Ende der Studie. Diese waren zundchst nicht behandlungsbeddrftig,
so dass die Studie beendet werden konnte. Da sich die Situation nach Ende der Studie
jedoch weiter verschlechterte, musste doch noch eine Behandlung erfolgen. Beide
Hunde erholten sich volistandig. Die anderen betroffenen Hunde zeigten gelegentliches
(drei bis vier Mal im Zeitraum der Studie) bzw. seltenes Erbrechen (ein bis zwei Mal
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im Zeitraum der Studie) und mussten nicht behandelt werden. Das Erbrechen trat dabei
unabhéngig von den Injektionen auf und war, nach Aussage der Besitzer, bereits vor der
Studie in &hnlichen Zeitabstanden zu beobachten gewesen. Der wahrend der Studie
aufgetretene Durchfall war nur in zwei Féllen starker ausgepragt und trat bei den
Hunden auf, die auch starkes Erbrechen zeigten. Bei den beiden Hunden, die einmalig
Durchfall zeigten, trat dieser fast zwei Wochen nach der Injektion auf, war mild und

nicht behandlungsbedrftig.

Bei einem der 18 Hunde war nach der ersten Injektion eine voribergehende,
geringgradige, nicht schmerzhafte VergroRBerung der Popliteallymphknoten zu
beobachten. Gewebeschwellungen an der Injektionsstelle traten bei drei von 18 Hunden
auf; diese lokalen Reaktionen waren ebenfalls nur geringgradig ausgepragt, nicht

schmerzhaft und klangen nach ein bis zwei Tagen von alleine wieder ab.
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V. DISKUSSION

Die aus der Studie gewonnenen Daten legen die Vermutung nahe, dass
Gelatinenanopartikel-gebundene  CpG  Oligodesoxynukleotide eine  effektive
Immuntherapie der caninen atopischen Dermatitis erlauben konnten. So flihrte eine
achtwochige Behandlung atopischer Hunde mit CpG GNP in der vorliegenden
Untersuchung zu einer statistisch signifikanten VVerbesserung sowohl des Juckreizes als

auch der Lasionen.

Auch im Zeitraum von Studienbeginn bis Woche 18 ergab sich flr die Verbesserungen
des Juckreizes eine statistische Signifikanz. Der mittlere CADESI-Wert sank im Verlauf
der Studie zwar ebenfalls stetig, die VVerbesserungen der L&sionen von Studienbeginn
bis Woche 18 wiesen jedoch keine Signifikanz auf — obwohl es in dieser Zeit bei sechs
der neun Hunde (66%) zu einer Besserung der Lasionen von mindestens 50% kam. Die
geringe Anzahl von Studienteilnehmern kénnte hier zur mangelnden Signifikanz der

Veranderungen beigetragen haben.

Um die insgesamt in dieser Studie erreichten klinischen Verbesserungen besser
beurteilen zu koénnen, bietet sich ein Vergleich mit Daten aus Studien an, welche die
Effektivitat der Allergen-Immuntherapie tberpriften. Diese Form der Immuntherapie
gilt im Allgemeinen als wirksame und etablierte Behandlungsmethode und wird in der
Praxis héaufig durchgefiihrt (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Eine klinische
Verbesserung von mindestens 50% konnte in solchen Studien der letzten 25 Jahre bei
52% bis 65% der AlT-behandelten Hunde beobachtet werden (ZUR et al., 2002;
SCHNABL et al., 2006; LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009; HOBI & MUELLER,
2014). In einer dieser Untersuchungen wurden die Verédnderungen des Juckreizes und
der Lé&sionen auch separat bewertet. Eine Verbesserung des Juckreizes bzw. der
Lasionen um mindestens 50% zeigten hier finf von elf (45%) bzw. sieben von elf (64%)
Patienten (MUELLER et al., 2004).

In der vorliegenden Untersuchung wurden solche Verbesserungen der klinischen
Symptome um mindestens 50% nach 18-wdchiger Immuntherapie bei einem
vergleichbaren Anteil von Patienten festgestellt (siehe Tabelle 6, S. 94). Die
Immuntherapie mit CpG GNP wies in der vorliegenden Untersuchung also eine &hnliche
Wirksamkeit auf wie die AIT.

Allerdings miissen hierbei einige Punkte bedacht werden. Zunéchst ist klar, dass die
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Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung aufgrund der geringen Anzahl an
Studienteilnehmern bis Woche 18 und des Fehlens einer Kontrollgruppe mit Vorsicht
interpretiert werden missen; sie sollten auf jeden Fall noch in kontrollierten, doppelt-
geblindeten, groReren Studien Uberpruft werden. Andererseits blieb in den AIT-Studien
die Bewertung der Klinischen Verbesserung haufig den Besitzern selbst tiberlassen und
grindete sich so auf eine rein subjektive Beurteilung. Aullerdem beziehen sich die Daten
aus den oben zitierten AIT-Studien auf Patienten, die alle Gber mindestens zwolf Monate
behandelt wurden, wahrend die Behandlungsdauer in der vorliegenden Untersuchung

nur 18 Wochen betrug.

In einigen retrospektiven Studien wurde der Zeitraum untersucht, bis bei der
Behandlung atopischer Hunde mit einer Allergen-Immuntherapie erste Anzeichen einer
Besserung sichtbar wurden. So konnte in einer Studie festgestellt werden, dass 21,4%
der behandelten Patienten solche Anzeichen in den ersten zwei Monaten der AIT
zeigten, weitere 45,3% im Zeitraum von zwei bis fiinf Monaten und 17,1% der Patienten
mehr als funf Monate nach Behandlungsbeginn (SCHNABL et al., 2006). In einer
anderen retrospektiven Untersuchung betrug die Zeit, bis ein Ansprechen auf die AIT
erfolgte, je nach Menge der in der Allergenldsung enthaltenen Allergene, im Mittel
mindestens 7,7 Monate (ZUR et al., 2002). Leider blieb es in beiden Studien den
Besitzern (berlassen, den Zeitraum, bis es bei ihren Hunden zum Ansprechen auf die
Therapie kam, abzuschétzen; es wurden keine CADESI- oder Juckreizwerte evaluiert.
Daher ist ein Vergleich der in der vorliegenden Untersuchung beobachteten
Verbesserungen mit den bei der AIT Ublichen Besserungen zu diesen Zeitpunkten

schwierig.

Nichtsdestotrotz wird klar, dass es mehrere Monate dauern kann, bis es bei der AIT zu
einer Verbesserung der klinischen Symptome kommt (GRIFFIN & HILLIER, 2001;
LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Geht man davon aus, dass die Wirkungen der
AIT und der Immuntherapie mit CpG GNP (ber &hnliche immunologische Effekte
zustande kommen, kann vermutet werden, dass es bei einer Uber 18 Wochen
hinausgehenden Behandlung der Patienten mit CoG GNP — wie bei der AIT — noch zu
einer weiteren Verbesserung der allergischen Symptome sowie zu einem hoheren Anteil

der auf die Therapie ansprechenden Patienten kommen konnte.

Es soll an dieser Stelle auch noch erwahnt werden, dass einer der an der Untersuchung
teilnehmenden Hunde, bei welchem nachweislich auch Futtermittelallergene an der

atopischen Dermatitis beteiligt sind und der deswegen eine strikte Eliminationsdiat



V. Diskussion 104

erhalt, im Zeitraum der Studie zweimal versehentlich ein Stlick Brezel gefressen hatte
— eine Situation, die bei futtermittelallergischen Hunden schwer zu vermeiden ist. Im
Gegensatz zu vor Beginn der Studie, wo dies laut Aussage der Besitzer zu einer
Eskalation der allergischen Symptome gefiihrt hatte, kam es jedoch zu keiner
Verschlechterung des Juckreizes oder der Lasionen. Auch wenn diese Beobachtung bei
einem Patienten nicht Oberinterpretiert werden sollte, konnte dies doch als erster
Hinweis darauf gesehen werden, dass die Behandlung mit CpG ODN auch bei
futtermittelallergischen Hunden eine wirksame spezifische Therapie darstellen konnte.

Dies muss jedoch in nachfolgenden Studien weiter geklart werden.

In der vorliegenden Untersuchung wurde nicht bei allen Hunden ein Intrakutan- oder
Serumallergietest durchgefiihrt. Dementsprechend ist eine Limitation der Studie, dass
streng genommen unklar ist, ob tatsachlich alle Studienpatienten an einer caninen AD
erkrankt waren. Per definitionem leiden nur Hunde, bei denen allergenspezifische IgE-
Antikorper nachgewiesen werden kdnnen, an einer caninen AD. Bei Hunden, die zwar
ein identisches Klinisches Bild aufweisen, bei denen aber keine IgE-Antwort auf
Allergene nachgewiesen werden kann, wird die Erkrankung dagegen als canine atopic-
like dermatitis (ALD) bezeichnet (HALLIWELL, 2006). Es ist noch wenig Uber diese
Form der Erkrankung bekannt. Es ist mdglich, dass bei Hunden mit ALD tatsachlich
doch allergenspezifische IgE-Antikorper vorliegen, dass diese jedoch gegen Allergene
gerichtet sind, die standardmaRig nicht getestet werden. Es ist andererseits aber auch
denkbar, dass die Erkrankung bei diesen Hunden tber einen alternativen Weg zustande
kommt (MARSELLA et al., 2012a; PUCHEU-HASTON et al., 2015b). Da also nicht
klar ist, ob in der vorliegenden Untersuchung auch Hunde mit ALD unter den
teilnehmenden Studienpatienten waren und wenn ja, um welche Patienten es sich dabei
handelte, kann keine Aussage dazu getroffen werden, ob eine Immuntherapie mit CpG
GNP auch bei diesen Hunden zu einer klinischen Besserung fiihren kann. Und
andererseits kann auch nicht beurteilt werden, ob die Hunde, die in der vorliegenden
Untersuchung keine Besserung zeigten, mdglicherweise an einer ALD litten und
deswegen nicht auf die Behandlung ansprachen.

Eine weitere Limitation der Studie ist, dass vor Beginn der Untersuchung keine
Dosisfindungsstudie durchgeftihrt wurde. Da es sich bei der vorliegenden Untersuchung
nach bestem Wissen der Autorin um die erste Studie handelt, in der Hunde, und
atopische Hunde im Besonderen, mit Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG ODN

behandelt wurden, ist die optimale Dosierung daher unbekannt. Auch bezliglich der
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Anwendung freier, also nicht an GNP gebundener CpG ODN bei Hunden liegen nur
wenige Daten vor. In Kombination mit anderen Substanzen (wie Tumorvakzinen oder
Tollwutimpfstoff) wurden CpG ODN verschiedener Sequenzen in einem Dosisbereich
von 20 bis 230 pg pro Hund eingesetzt (RAFATI et al., 2005; MILNER et al., 2006;
REN et al., 2010). In einer Studie wurde zwar sogar eine Dosierung von 2000 ug pro
Hund gewahlt, allerdings wurde hier nur ein einziger Hund (Deutscher Schaferhund-
Mix) behandelt (PLUHAR et al., 2010). In humanmedizinischen Studien wurde die
Sicherheit einer Applikation von CpG ODN Uuber einen Dosisbereich von 0,0025 mg/kg
bis 0,81 mg/kg uberprift; bislang konnte beim Menschen keine maximal tolerierte Dosis
festgestellt werden (KRIEG, 2012). Da die Verwendung von Gelatinenanopartikeln als
Arzneimitteltrager die immunstimulatorische Wirkung der CpG ODN aber deutlich
verstarkt (ZWIOREK et al., 2008; ROSTAHER-PRELAUD et al., 2013), wurde in der
vorliegenden Untersuchung eine eher vorsichtige Dosis von 75 pug CpG ODN pro Hund
gewahlt.

Des Weiteren ist auch das optimale Zeitintervall zwischen zwei CpG GNP-Injektionen
unbekannt. Eine Orientierung an der Allergen-Immuntherapie gestaltete sich schwierig,
da hier bezuglich der Abstdnde zwischen zwei Injektionen unterschiedliche
Empfehlungen bestehen, welche von einigen Tagen bis mehrere Monate reichen
(LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Das Intervall von zwei bzw. vier Wochen
zwischen zwei CpG GNP-Injektionen in der vorliegenden Untersuchung richtete sich
deswegen nach dem in der dermatologischen Abteilung der Medizinischen
Kleintierklinik (LMU Minchen) bei der AIT Ublicherweise eingesetzten Intervall von
etwa drei Wochen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Applikation
der CpG GNP in anderen Zeitabstanden und/oder in einer héheren Dosierung eine noch

bessere Wirkung erzielt hatte.

Im Verlauf der Immuntherapie mit CpG GNP kam es in der vorliegenden Untersuchung
bei den behandelten Hunden zu einer signifikanten Verringerung der mRNA-
Expression des Th2-Zytokins Interleukin-4. Dabei war die Expression in Woche 18,
nach siebenmaliger Injektion der CpG GNP, circa 3-fach geringer als zu Studienbeginn.
Wie bereits beschrieben, ist IL-4 ein Schlusselzytokin der Th2-Immunantwort und als
solches an der allergischen Entziindung beteiligt (BRANDT & SIVAPRASAD, 2011).
Vereinfacht dargestellt, verstarkt es die Differenzierung naiver T-Zellen in Th2-Zellen,
wahrend es die Thl-Differenzierung hemmt. Weiterhin stimuliert IL-4 die Aktivierung
von Mastzellen. Es fuhrt aul3erdem zu einer klonalen Expansion allergenspezifischer B-
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Zellen sowie zu einem Immonglobulinklassenwechsel zu IgE (PALUDAN, 1998).
Gemeinsam mit IL-13 ist IL-4 auch an einer Beeintrachtigung der Hautbarriere durch
verringerte Filaggrin-Genexpression beteiligt (HOWELL et al., 2009). Bei atopischen
Hunden wie Menschen konnte v.a. in friihen Phasen der Erkrankung und in akuten
Lasionen eine Th2-Polarisierung der Immunantwort mit verstarkter Expression von IL-
4 nachgewiesen werden (NUTTALL et al., 2002; HARSKAMP & ARMSTRONG,
2013; MCCANDLESS et al., 2014). Eine Reduktion der mRNA-Expression dieses
Zytokins, wie es in der vorliegenden Untersuchung zu beobachten war, muss
dementsprechend als vorteilhaft in der Behandlung der atopischen Dermatitis betrachtet
werden. So kommt es auch im Verlauf einer Allergen-Immuntherapie zu einer
Verschiebung der Immunitat weg von einer Th2- und hin zu einer Thl-Dominanz
(SHIDA et al., 2004; ASLAM et al., 2010; GOMEZ et al., 2015). Die beobachtete
Reduktion der IL4-Expression in der vorliegenden Untersuchung stimmt auch mit einer
Studie Gberein, in der atopische Hunde, welche zuvor nicht auf eine konventionelle AIT
angesprochen hatten, mit einer Vakzine aus Liposom-Plasmid-DNA-Komplexen und
Allergenen behandelt wurden. Die Plasmid-DNA diente dabei ausschliellich als Quelle
fur CpG-Motive. Auch dort kam es zu einer signifikanten Verringerung des Juckreizes
bei gleichzeitiger Reduktion der IL4-Produktion (MUELLER et al., 2005b).

Anders als in in vitro-Studien, in welchen die Effekte von CpG ODN auf die PBMCs
atopischer Hunde untersucht wurden (ROSTAHER-PRELAUD et al., 2013; JASSIES-
VAN DER LEE et al., 2014), kam es in der vorliegenden Untersuchung jedoch zu
keinem Anstieg der Serumkonzentrationen und mRNA-Expressionen der Thl- und

regulatorischen Zytokine.

Th1-Zytokine wie IFN-y sind in der Lage, die Th2-Zelldifferenzierung sowie die IgE-
Antikorperproduktion zu hemmen. IL-4 und IFN-y stehen dabei in einer gegenseitigen
antagonistischen Beziehung (PALUDAN, 1998; HARSKAMP & ARMSTRONG,
2013). Regulatorische Zytokine wie TGF-f und IL-10 kdnnen dagegen die Expression
inflammatorischer  Zytokine reduzieren, die T-Zellaktivierung hemmen und
regulatorische T-Zellen aktivieren. Sie fordern somit insgesamt eine tolerogene
Immunantwort (SEEGER et al., 2015). In humanmedizinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass es bei Patienten, die auf eine Allergen-Immuntherapie ansprachen, nicht
nur zu einer Abnahme der Th2-Zellen und ihrer Zytokine kam, sondern auch zu einer
Zunahme der Thl- und Treg-Zellen sowie der mit diesen Zellen assoziierten Zytokine
IFN-y und IL-10 (GOMEZ et al., 2015). Auch bei atopischen Hunden scheint der Erfolg
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einer AIT mit der Entstehung regulatorischer T-Zellen und des regulatorischen Zytokins
IL-10 verbunden zu sein (KEPPEL et al., 2008). Ein Anstieg der Thl- und
regulatorischen Zytokine in der vorliegenden Untersuchung ware daher wiinschenswert

gewesen.

Es muss jedoch bedacht werden, dass die Serumkonzentrationen der Zytokine 1FN-y,
TNF-o und IL-10 in den meisten Blutproben unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Eine
abschlieRende Evaluation der Effekte einer Immuntherapie mit CpG GNP auf die
Konzentrationen dieser Zytokine ist dementsprechend nicht méglich. Nur fur TGF-p
kann, aufgrund der in allen Proben im messbaren Bereich liegenden Konzentrationen,
die Aussage getroffen werden, dass die in dieser Studie verwendeten CpG GNP —
zumindest bei einer Behandlungsdauer von bis zu 18 Wochen — keinen Einfluss auf

dieses Zytokin zu haben scheinen.

Es bleibt unklar, wieso die Serumkonzentrationen der anderen gemessenen Zytokine in
den meisten Fallen unterhalb der Messgrenze lagen. Zundchst besteht naturlich die
Maoglichkeit, dass die CpG GNP tatsachlich keinerlei Einfluss auf deren Serumspiegel
hatten, so dass die Konzentrationen bei den meisten Patienten zu allen Zeitpunkten bei
einem Basalwert verblieben, welcher nicht messbar niedrig war. In diesem Fall stellt
sich die Frage, ob die CpG GNP bei einer langeren Behandlungsdauer doch noch eine
Wirkung auf diese Zytokine entfaltet hatten. Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit,
dass die Serumproben — obwohl nach Herstellerangaben vorgegangen wurde — zu stark
verdinnt wurden, so dass eventuell ein Anstieg vorhanden war, dieser sich jedoch
unterhalb der Messgrenze abspielte. Dagegen spricht jedoch, dass die
Serumkonzentrationen in einigen Proben sehr deutlich oberhalb der Sensitivitatsgrenzen
lagen. Und nicht zuletzt ist natirlich auch ein technischer Fehler nie komplett

auszuschlieflen.

Fur die Abwesenheit von Veranderungen der Thl- und regulatorischen Zytokine in der
Genexpressionsanalyse gibt es ebenfalls mehrere maégliche Erklarungen. Auch hier
besteht naturlich zuallererst die Mdglichkeit, dass die Immuntherapie schlichtweg
keinen Effekt auf die Expression dieser Zytokine entfaltete oder dass trotz groRter
Sorgfalt ein technischer Fehler in der Durchfiihrung der Probengewinnung und

Verarbeitung vorlag.

Es muss allerdings auch bedacht werden, dass die Zeitspanne zwischen Injektion der

CpG GNP und Blutprobenentnahme zwei Wochen betrug. Daher erscheint es
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theoretisch denkbar, dass die Therapie zwar zu einer Veranderung der mRNA-
Expression dieser Zytokine flhrte, diese bis zur Blutprobenentnahme jedoch bereits
abgeklungen und somit nicht mehr messbar war. Bei dieser Hypothese stellt sich jedoch
die Frage, wieso bei IL-4 dagegen eine Verringerung der Expression nachgewiesen
werden konnte. Denkbar wére hier zunéchst, dass die Verdnderung der mRNA-
Expression bei IL-4 starker ausgepragt war als bei den anderen Zytokinen, so dass sie
im Laufe der zwei Wochen zwar abnahm, am Ende dieser Zeitspanne aber noch immer
nachweisbar war. Auch kdnnte spekuliert werden, dass die Reduktion der IL-4-mRNA-
Expression moglicherweise nicht als primarer Effekt der CpG GNP-Applikation auftrat,
sondern sekundar zu anderen, CpG GNP-verursachten immunologischen
Veranderungen, wie beispielsweise einer Zunahme der Thl- und regulatorischen
Zytokine. In diesem Fall erscheint es denkbar, dass diese Veranderungen zum Zeitpunkt
der Blutentnahme zwar nicht mehr feststellbar waren, wohl aber noch die Effekte dieser
Zytokine auf die Th2-Zellen und auf die Expression von IL-4.

Wie bereits erwahnt, wurden zur Durchfiihrung dieser Untersuchung CpG ODN mit der
Sequenz 5’-GGTGCATCGATGCAGGGGGG-3’ verwendet (unterstrichen ist hier das
CpG-Motiv). Diese Sequenz wurde von KURATA et al. (2004) als diejenige
identifiziert, welche in caninen PBMCs die starkste IFN-y-Expression und -Produktion
induziert. ROSTAHER-PRELAUD et al. (2013) beobachteten bei Stimulation caniner
PBMCs mit GNP-gebundenen CpG ODN eben dieser Sequenz zwar keinen Anstieg der
IFN-y-Konzentration, dafiir jedoch eine signifikante Erhohung der I1L-10-

Konzentration.

In einer Untersuchung von REN et al. (2010) wiesen Sequenzen mit dem Motiv
~ATCGAT* dagegen nur einen geringen immunstimulatorischen Effekt auf. ES wurde
hierbei jedoch nicht dieselbe Sequenz untersucht wie in den eben zitierten Studien. Aber
auch JASSIES-VAN DER LEE et al. (2014), welche CpG ODN der fraglichen Sequenz
verwendeten, konnten bei Stimulation caniner PBMCs mit diesen CpG ODN keinen
immunstimulatorischen Effekt feststellen. Allerdings wurden hier nur die PBMCs dreier
Hunde getestet. Aufgrund dieser geringen Probenanzahl und der hohen individuellen
Variabilitat bezuglich der Immunantwort auf eine Stimulation ist dieses Ergebnis nur
begrenzt aussagekréftig. Des Weiteren wurde in dieser Studie — im Gegensatz zur
vorliegenden Untersuchung — kein Wirkstofftrager fir die CpG ODN verwendet.
Dennoch besteht aber letztlich die Mdglichkeit, dass die in der vorliegenden

Untersuchung gewéhlten CpG ODN nicht die optimale Sequenz aufwiesen, um
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regulatorische und Thl-Zytokine zu induzieren.

Weiterhin muss bedacht werden, dass das in der vorliegenden Untersuchung eingesetzte
CpG ODN - obwohl es beziiglich der Sequenz den Klasse A-CpG ODN zugeordnet
werden muss — mit einem vollstdndig aus Phosphorothioatbindungen bestehenden
Rickgrat ausgestattet wurde. Ein solches Rickgrat verleiht CoG ODN eine erhéhte
Resistenz gegenlber Nukleasen (KRIEG, 2006; JURK & VOLLMER, 2007). Es gibt
jedoch Hinweise darauf, dass Klasse A-CpG ODN ihre immunstimulatorische Wirkung
verlieren, wenn sie mit einem komplett aus Phosphorothioatbindungen aufgebauten
Rickgrat ausgestattet werden (BALLAS et al., 1996). Daher wird ein solches Riickgrat
bei Klasse A-CpG ODN ublicherweise nicht eingesetzt, sondern stattdessen i.d.R. ein
gemischtes  Phosphodiester-Phosphorothioat-Riickgrat ~ verwendet (JURK &
VOLLMER, 2007).

Es ist dementsprechend nicht auszuschlielen, dass die Verwendung eines gemischten
Ruckgrats bei dem in der vorliegenden Untersuchung eingesetzten CpG ODN zu einer
besseren Induktion der Th1- und regulatorischen Zytokine gefuhrt hétte. Ein kompletter
Verlust der immunstimulatorischen Effekte der CpG ODN durch den Einsatz des
Phosphorothioat-Rilickgrats erscheint dagegen unwahrscheinlich. Zunéchst konnte in
der oben bereits erwahnten Studie von ROSTAHER-PRELAUD et al. (2013) fir eben
jenes CpG ODN, welches in der vorliegenden Untersuchung eingesetzt wurde, ein
signifikanter stimulatorischer Effekt auf die IL-10-Produktion nachgewiesen werden —
trotz eines ebenfalls vollstandig aus Phosphorothioatbindungen aufgebauten Ruckgrats.
AuRerdem sprechen die als gut einzuschétzende klinische Wirkung sowie die Effekte
auf die IL-4-mRNA-Expression gegen einen solchen kompletten Verlust. Andererseits
wurde in einer Studie von WERNETTE et al. (2002) gezeigt, dass es beim Hund auch
zu einer gewissen sequenzunabhangigen Stimulation von Milzzellen durch das
Phosphorothioat-Riickgrat kommt — selbst in Abwesenheit von CpG-Motiven. Daher
kann letztlich nicht ganz ausgeschlossen werden, dass die in dieser Studie beobachteten
Effekte der Immuntherapie (falls sie nicht nur dem Placebo-Effekt geschuldet waren)
tatsachlich auf das Ruckgrat und nicht auf die CpG-Motive zuriickzufiihren sind. Es
erscheint jedoch unwahrscheinlich, dass das Rickgrat alleine eine solch starke Wirkung

entfaltet haben sollte.

ZWIOREK et al. (2008) beobachteten, dass es bei Adsorption von Klasse A-CpG ODN
an Gelatinenanopartikel zu einer Aggregation der Partikel und damit zu einer

Verringerung der immunstimulatorischen Kapazitat der CpG ODN kommt. Wie bereits
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erwahnt, sind Klasse A-CpG ODN durch die Poly-G-Sequenzen an ihren 3‘- und/oder
5‘-Enden in der Lage intra- und intermolekulare Verbindungen und somit
hohergeordnete Strukturen wie G-Tetraden zu bilden. Es kdnnen aber auch Strukturen
entstehen, die aus bis zu 30 ODN-Molekdlen aufgebaut und bis zu 100 nm grof3 sind —
und somit selbst Nanopartikel darstellen. Es wird angenommen, dass die Adsorption
solcher Strukturen an kationisierte GNP zur Bildung grofRer Aggregate flhrt, welche
nicht in Immunzellen aufgenommen werden kdnnen. Es ist jedoch unwahrscheinlich,
dass dieses Phanomen in der vorliegenden Untersuchung ein Problem darstellte, da in
der Untersuchung von ROSTAHER-PRELAUD et al. (2013) gezeigt werden konnte,
dass Gelatinenanopartikel, welche mit eben dem CpG ODN beladen wurden, welches
in der vorliegenden Untersuchung verwendet wurde, erfolgreich in canine Makrophagen
aufgenommen werden und auch zu einer Stimulation der IL-10-Produktion fiihren.
Dennoch wére es denkbar, dass die Verwendung eines Klasse B- oder Klasse C-CpG
ODN, welche beide in der Untersuchung von ZWIOREK et al. zu keiner Aggregation

flhrten, zu einer noch besseren Wirkung der Immuntherapie flihren wirde.

Wie bereits erwéhnt, war in der vorliegenden Untersuchung urspringlich eine
intradermale Injektion der CpG GNP geplant. Bei dem ersten Versuch einer solchen
Injektion zeigte der betroffene Patient jedoch erhebliche (wenn auch nur kurz
anhaltende) Schmerz&uRerungen, so dass das Protokoll auf eine subkutane Injektion
umgestellt wurde. Es kann nicht ganz ausgeschlossen werden, dass diese Reaktion nur
auf eine besonders stark ausgepragte Schmerzempfindlichkeit des betroffenen Hundes
zurtickzufuhren war. Jedoch ist eine derart heftige Schmerzreaktion bei intradermalen
Injektionen untypisch, tblicherweise werden diese besser toleriert. Dementsprechend
muss in Betracht gezogen werden, dass die beobachteten Schmerzen auf das
Studienmedikament zuriickzufiihren waren. Dieses bestand, wie im Abschnitt 111.2
,Herstellung  des  Studienmedikaments*  beschrieben, aus CpG  ODN,
Gelatinenanopartikeln  und isotonischer  Sorbitollésung. Es  erscheint  sehr
unwahrscheinlich, dass die Schmerzen als Reaktion auf die CpG ODN selbst auftraten,
da Hunden schon in anderen Studien CpG ODN intradermal injiziert wurden, ohne dass
solche Reaktionen beschrieben wurden (MILNER et al., 2006; PLUHAR et al., 2010).
Schmerzreaktionen nach parenteraler Applikation von Gelatinenanopartikeln sind nach

bestem Wissen der Autorin bislang ebenfalls nicht berichtet worden.

So ist es am wahrscheinlichsten, dass die starken Schmerzen als Reaktion auf die
Sorbitollésung auftraten. Bei Sorbitol handelt es sich um einen Zuckeralkohol, der
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natlrlicherweise in vielen Frichten und Beeren vorkommt und von der
Lebensmittelindustrie als Zuckerersatzstoff eingesetzt wird. Er wird aber auch als
Abfihrmittel und in vielen Arzneimittelformulierungen als Hilfslésungsmittel
verwendet (beispielweise in diversen antihistaminikahaltigen Augentropfen)
(GOLIGHTLY et al., 1988; AKERS, 2002; MONTALTO et al., 2013). Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass eine Injektion von Sorbitollésung zwischen die beiden
Schichten der Backentasche von Hamstern die Blutzirkulation in diesem Bereich
unterbricht und zu einem interfibrillaren Odem fiihrt. Allerdings ist unklar, ob die in
dieser Untersuchung verwendete Sorbitollésung ebenfalls isotonisch  war
(BRANEMARK & GOLDIE, 1967). Jedoch berichteten auch Patienten, denen aufgrund
einer Eisenmangelandmie eine Eisen-Sorbitol-Losung intramuskulér injiziert wurde,
von lokalen Schmerzen an der Injektionsstelle. Hier bleibt jedoch unklar, ob diese auf
die Sorbitollosung oder das Eisen zurickzufiihren waren (WALI et al., 2002;
DHANANI et al., 2012). Zusammenfassend ist eine abschlielende Beurteilung der
Ursache fir die in der vorliegenden Untersuchung aufgetretene Schmerzreaktion nicht
maglich. Sofern es sich jedoch nicht um eine individuelle Uberreaktion des betroffenen
Hundes handelte, stellt die Sorbitollésung den wahrscheinlichsten Kandidaten als
Ursache fur die Schmerzen dar. Sollte in nachfolgenden Studien erneut eine
intradermale Injektion der CpG GNP angestrebt werden, ist dementsprechend die

Verwendung eines anderen Losungsmittels in Betracht zu ziehen.

Als weitere Nebenwirkungen traten im Verlauf der Studie bei sechs Hunden Erbrechen,
bei vier Hunden Durchfall sowie bei einem Hund bzw. bei drei Hunden lokale

Reaktionen, also Schwellungen der Popliteallymphknoten und der Injektionsstelle, auf.

Bei zwei der insgesamt 18 teilnehmenden Hunde war das Erbrechen dabei hdufig, stark
ausgepragt und mit Durchfall assoziiert. Obwohl gastrointestinale Reaktionen als
Nebenwirkung auf CpG ODN aus humanmedizinischen Studien bekannt sind, traten sie
in diesen i.d.R. bereits 12 bis 24 Stunden nach Injektion auf und hielten nur ein bis zwei
Tage an (JURK & VOLLMER, 2007; KRIEG, 2012). Bei den beiden schwer
betroffenen Patienten aus der vorliegenden Untersuchung begannen diese Symptome
jedoch meist erst einige Tage nach der Injektion und hielten mehrere Tage bis teilweise
uber zwei Wochen an. Dazu kommt, dass in anderen Studien, in welchen Hunde mit
CpG ODN behandelt wurden, nicht von gastrointestinalen Reaktionen berichtet wurde
(RAFATI et al., 2005; MILNER et al., 2006; REN et al., 2010). Daher muss die Frage

gestellt werden, ob die gastrointestinalen Symptome — falls sie Uberhaupt mit dem
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Studienmedikament assoziiert waren — bei diesen beiden Hunden nicht auch als

Reaktion auf die Gelatinenanopartikel aufgetreten sein kénnten.

Da die verwendete Gelatine aus porzinem Kollagen gewonnen wurde, wére es denkbar,
dass die Symptome als Hypersensitivitatsreaktion auf das Schweineprotein auftraten.
Zwar ist Gelatine eigentlich fiir eine eher geringe Antigenitit bekannt (ELZOGHBY,
2013), dennoch gibt es immer wieder Fallberichte von allergischen Reaktionen nach
parenteraler Verabreichung von Gelatine (beispielsweise in Form von Gelatine-
enthaltenden Vakzinen oder Infusionslésungen) (SAKAGUCHI etal., 1997; MULLINS
etal., 2012; LUHMANN et al., 2013).

MULLINS et al. (2012) konnten zeigen, dass die meisten Patienten ihrer Untersuchung,
welche eine Lebensmittelallergie auf Rind- oder Schweinefleisch aufwiesen, ebenfalls
gegen Gelatine sensibilisiert waren. Ein Teil dieser Patienten zeigte auch klinisch eine
Allergie gegen beide Substanzen (Fleisch und Gelatine), unter anderem auch in Form
gastrointestinaler Reaktionen wie Ubelkeit, Erbrechen und Bauchschmerzen. Allerdings
begannen diese Reaktionen i.d.R. bereits innerhalb von 15 Minuten bis neun Stunden
nach Aufnahme bzw. Verabreichung. Die meisten Patienten berichteten
interessanterweise, dass bei ihnen solche Reaktionen trotz haufigem Verzehr von
Fleisch nur gelegentlich auftraten. Nach intravendser Provokation mit Gelatine kam es
bei einigen Patienten jedoch bereits nach Applikation von geringen Mengen (wie 0,1
bis 4,1 g) Gelatine zu deutlichen allergischen Reaktionen. Es scheint also, dass
Patienten, welche eine Allergie gegen Schweine- oder Rindfleisch aufweisen — selbst
wenn dieses zeitweise gut vertragen wird — auf eine parenterale Applikation von

geringen Mengen an Gelatine mit allergischen Symptomen reagieren kénnen.

Es ist anzunehmen, dass es auch Hunde geben konnte, die aufgrund -einer
Futtermittelallergie auf Schweinefleisch bei Injektion von 1,5 mg Gelatine allergische
Symptome zeigen. Es erscheint sogar moglich, dass dies bei Patienten geschehen
konnte, bei denen eine solche Futtermittelallergie den Besitzern gar nicht bekannt ist,
da die Symptome nicht immer auftreten und/oder nur schwach ausgepréagt sind.
Dementsprechend konnten die gastrointestinalen Symptome bei den beiden schwer
betroffenen Hunden in der vorliegenden Untersuchung als allergische Reaktion auf die
Gelatinenanopartikel aufgetreten sein, auch wenn bei diesen Hunden Kkeine
Futtermittelallergie bekannt war. Fir diese Hypothese spricht auch, dass einer der
beiden schwer betroffenen Patienten dhnliche Symptome auch nach Gabe von Fenistil®

Dragees (Wirkstoff: Dimetindenmaleat) zeigte, welche ebenfalls Gelatine enthalten.
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Der andere schwer betroffene Hund reagierte im Patchtest positiv auf Schwein. Bei
diesem Test werden Futterproben auf die Haut des Patienten aufgebracht. Nach 48
Stunden wird dann die Haut an diesen Stellen auf allergische Reaktionen, wie
Schwellung und RO6tung, Uberprift. Allerdings sind positive Reaktionen nicht
beweisend, die Spezifitat des Tests liegt bei 89% (BETHLEHEM et al., 2012). Dennoch

kann das positive Resultat als hinweisend betrachtet werden.

Falls die gastrointestinalen Symptome (zumindest bei diesen beiden Hunden)
tatséchlich als Reaktion auf die Gelatinenanopartikel auftraten, stellt sich jedoch die
Frage, wieso die Symptome bei diesen Hunden so spét auftraten und noch so lange nach
der Injektion zu beobachten waren. Da ahnliche Untersuchungen nach bestem Wissen
der Autorin bislang nicht beim Hund durchgefuhrt wurden, kénnte hier eine gewisse
speziesspezifische Variabilitat vorliegen. Die Ursache konnte maglicherweise aber auch
in der subkutanen Injektion liegen. In der oben genannten Studie wurde die Gelatine
intravends oder oral verabreicht (MULLINS et al., 2012). Bei subkutaner Applikation
konnte es jedoch zu einer verzogerten Wirkung und verlangerten Verweildauer im
Gewebe und somit zu einem spateren Auftreten und langeren Anhalten der allergischen
Symptome kommen. Es ist aullerdem eine regelmaRige Beobachtung bei der
Durchfiihrung von Ausschlussdiaten, dass Symptome wie Juckreiz und gastrointestinale
Symptome bei futtermittelallergischen Hunden selbst nach Elimination der auslésenden
Substanz noch mehrere Wochen anhalten und bei erneuter Provokation mit dieser
Substanz erst einige Tage nach Verabreichung auftreten kénnen (VERLINDEN et al.,
2006).

In allen anderen in der vorliegenden Untersuchung beobachteten Féllen waren die
gastrointestinalen Symptome mild und traten in Zeitabstanden auf, welche die Besitzer
als fiir ihre Hunde tblich betrachteten. Dementsprechend ist eine Assoziation mit dem
Studienmedikament (wie bei den beiden stark betroffenen Hunden) zwar nicht

auszuschlieBen, erscheint aber dennoch als eher unwahrscheinlich.

Die in der vorliegenden Untersuchung aufgetretenen lokalen Reaktionen, also
Schwellungen der Injektionsstelle und der Popliteallymphknoten, waren allesamt
schwach ausgepragt, nicht schmerzhaft und klangen nach einigen Tagen ohne
therapeutische Intervention ab. Solche vorubergehenden lokalen Reaktionen als
Reaktion auf CpG ODN sind auch aus humanmedizinischen Studien bekannt und mit
der CpG ODN-induzierten Immunstimulation gut vereinbar (JURK & VOLLMER,
2007; KRIEG, 2012). Insgesamt kodnnen sie als milde Nebenwirkungen betrachtet
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werden.

Die vorliegende Studie weist einige Schwachen auf. Hier muss zundchst das Fehlen
einer Kontrollgruppe betont werden. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass die in
der vorliegenden Untersuchung beobachteten Verbesserungen von Juckreiz und
Lasionen ausschlieBlich auf einen Placebo-Effekt zuriickzufiihren waren. Auch die
geringe Anzahl an Studienpatienten, vor allem solcher, welche die kompletten 18
Wochen an der Studie teilnahmen, stellt eine klare Limitation dar. Die Evaluation der
durch die CpG GNP verursachten Veranderungen bis Woche 18 wurde noch zusétzlich
dadurch erschwert, dass bei drei Hunden aus Versuchsgruppe 2 die Juckreizdaten der
letzten beiden Studienwochen fehlten. Eine Behandlung tber einen noch langeren
Zeitraum ware ebenfalls wiinschenswert gewesen. Und nicht zuletzt muss auch noch
einmal erwahnt werden, dass die optimale Dosierung, das ideale Zeitintervall zwischen
zwei Injektionen und sogar die optimale CpG ODN-Sequenz und -Modifikation zur

Behandlung atopischer Hunde bislang unbekannt sind.

Zusammengefasst sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung daftr, dass
eine Immuntherapie mit Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG
Oligodesoxynukleotiden bei Hunden mit atopischer Dermatitis zu einer signifikanten
Besserung der allergischen Symptome fiihren kann. In der vorliegenden Untersuchung
wurde diesbeziglich sogar eine dahnliche Wirksamkeit wie bei der Allergen-
Immuntherapie erreicht. Des Weiteren scheint eine CpG GNP-Behandlung die mRNA-
Expression des Th2-Zytokins Interleukin-4 in atopischen Hunden signifikant reduzieren
zu konnen. Aufgrund der Limitationen der vorliegenden Untersuchung ist die
Durchfihrung einer groReren, kontrollierten, doppelt-geblindeten Studie jedoch
unbedingt erforderlich, um die vielversprechenden Ergebnisse zu Uberprifen. Im

Idealfall sollte diese tber einen langeren Behandlungszeitraum stattfinden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Immuntherapie der caninen atopischen Dermatitis mit Gelatinenanopartikel-

gebundenen CpG Oligodesoxynukleotiden

Die canine atopische Dermatitis (AD) ist eine typischerweise mit Juckreiz
einhergehende, allergische Hauterkrankung genetisch pradisponierter Hunde. Die bei
der AD auftretenden IgE-Antikorper sind meist gegen Umweltallergene gerichtet.
Betroffene Patienten zeigen unter anderem eine Neigung zu T-Helfer (Th) 2-
dominierten Immunreaktionen. Die bislang einzige urséchliche Therapie —die Allergen-
Immuntherapie (AIT) — zeigt bei bis zu der Halfte der behandelten Patienten keine

ausreichende Wirkung.

CpG Oligodesoxynukleotide (CpG ODN), also synthetische DNA-Oligonukleotide mit
mindestens einem unmethylierten Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG)-Motiv, stellen
einen vielversprechenden neuen immuntherapeutischen Ansatz dar. Sie kdnnen die
Immunantwort unter anderem durch Th1l-Polarisierung sowie durch Steigerung der
Produktion regulatorischer Zytokine modulieren. Die CpG ODN-induzierten
immunologischen Effekte &hneln denen, die auch bei der AIT beobachtet werden
konnen. Durch Bindung an Gelatinenanopartikel (GNP) kann die Wirkung der CpG
ODN noch verstarkt werden.

Die Ziele der Studie waren es, die Wirkung einer Immuntherapie mit
Gelatinenanopartikel-gebundenen CpG ODN (CpG GNP) auf den Juckreiz und die
Hautl&sionen von Hunden mit AD zu evaluieren sowie die Effekte der Behandlung auf
die Serumkonzentrationen und mMRNA-Expressionen typischer Thl-, Th2- und

regulatorischer Zytokine bei diesen Hunden zu untersuchen.

Insgesamt wurden 18 Hunde mit asaisonaler AD in die Studie eingeschlossen. In
Versuchsgruppe 1 wurden acht Hunde (ber je acht Wochen behandelt, bei den zehn
Hunden aus Versuchsgruppe 2 wurde die Behandlungsdauer auf 18 Wochen erhéht.
Sechs Hunde aus Gruppe 1 und neun Hunde aus Gruppe 2 beendeten die Studie. Zu
Studienbeginn sowie nach zwei, vier und sechs Wochen wurden allen Hunden jeweils
75 pug CpG ODN und 1,5 mg GNP subkutan im Bereich der Popliteallymphknoten
injiziert. Hunde der zweiten Gruppe erhielten weitere Injektionen in den Wochen 8, 12
und 16. Vor Studienbeginn und in Woche 8 sowie, bei Gruppe 2, in Woche 18 wurden

Blutproben entnommen und die Lasionen der Hunde mittels Canine Atopic Dermatitis
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Extent and Severity Index (CADESI) evaluiert. Der Juckreiz wurde von den Besitzern
taglich anhand einer Skala von Null (kein Juckreiz) bis Zehn (massiver Juckreiz)
beurteilt. Aus den individuellen Juckreiztageswerten der Wochen 1 und 8 (beide
Gruppen) sowie der Woche 18 (Versuchsgruppe 2) wurden die jeweiligen mittleren
Juckreizwochenwerte der einzelnen Hunde berechnet. In den Blutproben wurden die
Serumkonzentrationen der Thl-Zytokine Interferon (IFN)-y und Tumornekrosefaktor
(TNF)-a sowie die der regulatorischen Zytokine Transforming growth factor (TGF)-
und Interleukin (IL)-10 mittels Milliplex® MAP Magnetic Bead Kits bestimmt. Die
MRNA-Expressionen dieser Zytokine sowie zusétzlich die des Th2-Zytokins IL-4
wurden mittels Real-Time Reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion relativ

quantifiziert.

Eine achtwdchige Behandlung der Hunde mit CpG GNP flihrte zu einer signifikanten
Verbesserung sowohl des Juckreizes (p = 0,008) als auch der Lasionen (p = 0,037). Bis
Woche 18 kam es zu einer mittleren prozentualen Besserung der L&sionen von 23% und
des Juckreizes von 44%. Dabei zeigten sechs von neun Hunden (66%) eine
Verbesserung der Lasionen um mindestens 50%. Der Juckreiz verringerte sich bei drei
von sechs Hunden (50%) um mindestens die Hélfte. Als Nebenwirkungen konnten bei
sechs Hunden Erbrechen, bei vier Hunden Durchfall, bei drei Hunden Schwellungen der
Injektionsstelle sowie bei einem Hund eine Schwellung der Popliteallymphknoten
beobachtet werden. Die IL-4-mRNA-Expression war in Woche 18 circa 3-fach geringer
als zu Studienbeginn (p = 0,048). Weder die mRNA-Expressionen noch die
Serumkonzentrationen der Thl- und regulatorischen Zytokine verénderten sich im

Verlauf der Studie signifikant.

Die Ergebnisse der Studie deuten darauf hin, dass eine Immuntherapie mit CpG GNP
bei Hunden mit atopischer Dermatitis zu einer signifikanten klinischen Besserung
fuhren kann. Dabei konnte in der vorliegenden Untersuchung eine &hnliche
Wirksamkeit wie bei der AIT erreicht werden. Es scheint auBerdem, dass eine
Behandlung mit CpG GNP die mRNA-Expression des Th2-Zytokins IL-4 bei

atopischen Hunden signifikant reduzieren kann.

Die Ergebnisse der Untersuchung missen jedoch noch in groReren, kontrollierten,

doppelt-geblindeten Studien bestatigt werden.
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VIl. SUMMARY

Immunotherapy of canine atopic dermatitis with CpG oligodeoxynucleotides

bound to gelatin nanoparticles

Canine atopic dermatitis (AD) is an allergic skin disease in genetically predisposed
dogs, which is typically associated with pruritus. The occurring IgE antibodies are
usually directed against environmental allergens. Patients suffering from AD show a
tendency to T helper (Th) 2-polarized immune reactions. Allergen immunotherapy
(AIT), the only causative therapy to date, is only effective in little more than half of the
patients.

CpG oligodeoxynucleotides (CpG ODN), i.e. synthetic DNA oligonucleotides
containing at least one unmethylated cytosine-phosphate-guanine (CpG)-motif,
represent a novel promising immunotherapeutic approach. They are capable of
modulating the immune response, e.g. by polarizing it to a Thl-phenotype and by
increasing the amount of regulatory cytokines. The CpG ODN-induced immunological
effects resemble those observed during AIT. Adsorption onto gelatin nanoparticles

(GNP) can further increase the immunostimulatory effects of the CpG ODN.

The aims of the study were to evaluate the effects of immunotherapy with GNP-bound
CpG ODN (CpG GNP) on pruritus and skin lesions of dogs suffering from AD and to
investigate the effects of CpG GNP on serum concentrations and mRNA expressions of

typical Th1-, Th2- and regulatory cytokines in these dogs.

Eighteen dogs with non-seasonal atopic dermatitis were included in this study. The first
eight dogs were treated over a period of eight weeks (group 1), in group 2 (ten dogs)
duration of treatment was increased to 18 weeks. Six and nine dogs of group 1 and 2,
respectively, completed the study. At study beginning and after two, four and six weeks
75 pug CpG ODN and 1.5 mg GNP per dog were injected subcutaneously in the area of
the popliteal lymph nodes. The dogs of group 2 received additional injections in weeks
eight, twelve and sixteen. At inclusion and after eight weeks (group 1+2) as well as after
18 weeks (group 2) blood samples were obtained and skin lesions were evaluated using
the Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index (CADESI). Pruritus was
assessed daily by the dog’s owner using a scale of 0 (no pruritus) to 10 (extremely severe
pruritus). For each dog, individual mean pruritus values of week 1 and 8 (group 1+2)

and week 18 (group 2), respectively, were calculated by forming the arithmetic mean of
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these week’s daily scores. Serum concentrations of the Th1 cytokines interferon (IFN)-
v and tumor necrosis factor (TNF)-a, as well as of the regulatory cytokines transforming
growth factor (TGF)-B and interleukin (IL)-10 were determined using Milliplex® MAP
Magnetic Bead Kits. In order to assess the mRNA expressions of these cytokines as well
as of the Th2 cytokine IL-4, real-time reverse transcription polymerase chain reaction

was performed.

Treatment of atopic dogs over a period of eight weeks resulted in a significant
improvement of both pruritus (p = 0.008) and skin lesions (p = 0.037). Mean
improvements from baseline to week 18 were 44% and 23% for pruritus and lesions,
respectively. Pruritus was reduced by at least 50% in three of six dogs (50%), lesions
improved by at least 50% in six of nine dogs (66%). Observed adverse events were
vomitus in six dogs, diarrhea in four dogs, swelling of the injection site in three dogs
and swelling of the popliteal lymph nodes in one dog. IL-4 mRNA expression was
reduced approximately 3-fold in week 18 compared to baseline (p = 0.048). Serum
concentrations and mRNA expressions of the other cytokines did not change

significantly.

The results of the study suggest that immunotherapy with CpG GNP can lead to
significant clinical improvement in dogs suffering from canine atopic dermatitis.
Treatment with CpG GNP in this study reached an efficacy similar to that reported for
AIT. It also seems, that immunotherapy with CpG GNP can significantly reduce mRNA
expression of the Th2 cytokine IL-4 in atopic dogs.

However, the results of this study need to be confirmed in larger, controlled, double-
blinded studies.
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3. Einverstandniserklarung Versuchsgruppe 1

Hiermit bestdtige ich, dass ich iiber die Studie ,,Therapie der caninen atopischen
Dermatitis mit CpG Gelatinenanopartikeln® aufgeklart wurde. Mir ist bewusst, dass

mein Hund an einer klinischen Studie teilnimmt.

In dieser Studie wird untersucht, ob die subkutane Verabreichung von CpG
Gelatinenanopartikeln (an Gelatinenanopartikel gebundene, kunstlich hergestellte
DNA-Abschnitte mit hohem Anteil an CpG-Motiven) bei Hunden mit atopischer
Dermatitis zu einer Kklinischen Verbesserung und Verdnderung verschiedener
Botenstoffe im Blut fuhrt.

Ich bin damit einverstanden, dass meinem Hund vier Mal im Abstand von jeweils zwei
Wochen (Woche 0, 2, 4, 6) das Studienmedikament unter die Haut injiziert sowie zu

Beginn und am Ende der Studie Blut entnommen wird.

Ich wurde Uber mdgliche Risiken (z.B. lokale Reaktionen an der Injektionsstelle, wie
Ro6tung, Schwellung, Juckreiz, oder grippeéhnliche Symptome) und Nutzen der Studie
(mogliche Besserung der allergischen Erkrankung meines Hundes und grundsétzliche

Verbesserung der therapeutischen Behandlungsmaglichkeiten bei Allergien) informiert.

Ich erklare, dass ich im Rahmen der mir zur Verfugung stehenden Mdglichkeiten die
Vorgaben der Studie erftllen werde. Ich werde die Termine einhalten (funf Besuche im
Abstand von jeweils zwei Wochen) und, wenn nicht unbedingt nétig, wahrend der
gesamten Studiendauer auf folgende Medikamente verzichten: Cortison (z.B.
Prednisolon, Cortavance Spray, Fuciderm Salbe), Atopica, Protopic Salbe, Apoquel und
andere immunsuppressive Medikamente. Bei allen weiteren Medikamenten (z.B.
Antihistaminika, Shampoos, Allerderm SpotOn) werde ich die Dosierung und die
Frequenz der Behandlung wéhrend der gesamten Studiendauer unverandert beibehalten.
Ich werde meinen Hund wéhrend der Studiendauer regelméRig alle vier Wochen mit
einem Produkt gegen Fléhe behandeln (z.B. EffiPro, Frontline, Exspot, ...).

Das Studienmedikament sowie die Kontrollbesuche im Rahmen der Studie sind fur mich
kostenlos, solange ich den Anforderungen der Studie nachkomme.

Kosten fiir Tests und Behandlungen, die nicht Teil des Studienprotokolls sind, werden
nicht tUbernommen. Andere Medikamente, die nétig sind, um die allergische
Hauterkrankung meines Hundes zu kontrollieren, z.B. Antihistaminika oder Shampoos,

muss ich selbst bezahlen.
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Ich wurde dartiber aufgeklart, dass es der Medizinischen Kleintierklinik freisteht, mir
die Besuche nachtréglich in Rechnung zu stellen, falls ich die Studie eigenstandig

abbreche.

Ich bin mit den hier genannten Bedingungen einverstanden.

Name des Besitzers:

Name des Tieres:

Datum, Unterschrift des Besitzers:

Datum, Unterschrift des Zeugen:
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4, Einverstandniserklarung Versuchsgruppe 2

Hiermit bestdtige ich, dass ich iiber die Studie ,,Therapie der caninen atopischen
Dermatitis mit CpG Gelatinenanopartikeln® aufgeklart wurde. Mir ist bewusst, dass

mein Hund an einer klinischen Studie teilnimmt.

In dieser Studie wird untersucht, ob die subkutane Verabreichung von CpG
Gelatinenanopartikeln (an Gelatinenanopartikel gebundene, kunstlich hergestellte
DNA-Abschnitte mit hohem Anteil an CpG-Motiven) bei Hunden mit atopischer
Dermatitis zu einer Kklinischen Verbesserung und Verdnderung verschiedener
Botenstoffe im Blut fuhrt.

Ich bin damit einverstanden, dass meinem Hund funf Mal im Abstand von jeweils zwei
Wochen (Woche 0, 2, 4, 6, 8) und anschliel3end zwei Mal im Abstand von vier Wochen
(Woche 12, 16) das Studienmedikament unter die Haut injiziert sowie zu Beginn
(Woche 0), in Woche 8 und am Ende der Studie (Woche 18) Blut entnommen wird.

Ich wurde Uber maogliche Risiken (z.B. lokale Reaktionen an der Injektionsstelle, wie
R6tung, Schwellung, Juckreiz, oder grippeéhnliche Symptome) und Nutzen der Studie
(mdgliche Besserung der allergischen Erkrankung meines Hundes und grundsatzliche

Verbesserung der therapeutischen Behandlungsmdglichkeiten bei Allergien) informiert.

Ich erklare, dass ich im Rahmen der mir zur Verfiigung stehenden Mdglichkeiten die
Vorgaben der Studie erfiillen werde. Ich werde die Termine einhalten (acht Besuche; in
Woche 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 18) und, wenn nicht unbedingt nétig, wahrend der gesamten
Studiendauer auf folgende Medikamente verzichten: Cortison (z.B. Prednisolon,
Cortavance Spray, Fuciderm Salbe), Atopica, Protopic Salbe, Apoquel und andere
immunsuppressive  Medikamente. Bei allen weiteren Medikamenten (z.B.
Antihistaminika, Shampoos, Allerderm SpotOn) werde ich die Dosierung und die
Frequenz der Behandlung wéhrend der gesamten Studiendauer unveréndert beibehalten.
Ich werde meinen Hund wéhrend der Studiendauer regelmaRig alle vier Wochen mit

einem Produkt gegen Fl6he behandeln (z.B. EffiPro, Frontline, Exspot, ...).

Das Studienmedikament sowie die Kontrollbesuche im Rahmen der Studie sind fiir mich

kostenlos, solange ich den Anforderungen der Studie nachkomme.

Kosten fiir Tests und Behandlungen, die nicht Teil des Studienprotokolls sind, werden
nicht tUbernommen. Andere Medikamente, die noétig sind, um die allergische

Hauterkrankung meines Hundes zu kontrollieren, z.B. Antihistaminika oder Shampoos,
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muss ich selbst bezahlen.

Ich wurde dartber aufgeklart, dass es der Medizinischen Kleintierklinik freisteht, mir
die Besuche nachtraglich in Rechnung zu stellen, falls ich die Studie eigenstandig

abbreche.

Ich bin mit den hier genannten Bedingungen einverstanden.

Name des Besitzers:

Name des Tieres:

Datum, Unterschrift des Besitzers:

Datum, Unterschrift des Zeugen:
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5. Juckreizskala

Name Besitzer: Datum:

Name Hund:

Bitte beurteilen sie den durchschnittlichen Juckreiz ihres Hundes auf einer Skala von 0
bis 10. Der Juckreiz selbst kann sich als Kratzen, Beil3en, Kauen, Lecken, Reiben und
Knabbern bemerkbar machen.

10 ——
;; Extremer Juckreiz / praktisch ununterbrochen
Q =+ Trotz Ablenkung Juckreiz vorhanden; auch im Untersuchungsraum
‘==  (der Hund muss mit einem Halskragen vom Kratzen abgehalten werden)
8 —=
—i—  Starker Juckreiz / tiber lange Zeitperioden
7 —=t=_ Juckreiz auch in der Nacht (falls beobachtet) und auch wéhrend dem
—= Fressen, Spielen, Gassi gehen/Spazieren gehen
6 —=—
_=—  Mittelgradiger Juckreiz / mehrere Episoden
_ == Juckreiz auch in der Nacht (falls beobachtet) jedoch nicht beim Fressen,
> == Spielen oder Gassi gehen/Spazieren gehen
4 = Milder Juckreiz / leichtgradig erhéht
==  Kein Juckreiz in der Nacht und wahrend dem Fressen, Spielen
‘== oder Gassi gehen/Spazieren gehen
3 ==
== Extrem milder Juckreiz / nur ganz vereinzelt wahrzunehmen
2 ——f=— DerJuckreiz ist nur leichtgradig erhtht im Vergleich zum normalen
—=.  Lecken und Kratzen
1 —=—
—+=.  Normaler Hund — kein tiberméaBiges Kratzen
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6.

Beispiel eines Juckreiztagebuchs

Name Besitzer:

Name Hund:

Datum:

Bitte beurteilen sie den durchschnittlichen Juckreiz ihres Hundes auf einer Skala von 0
bis 10. Der Juckreiz selbst kann sich als Kratzen, Beilten, Kauen, Lecken, Reiben und
Knabbern bemerkbar machen.

Mo Di Mi Do Fr Sa So
Tag Juck- Tag Juck- Tag Juck- Tag Juck- Tag J;J;l;— Tag Juck- Tag Juck-
reiz reiz reiz reiz reiz reiz
1 2 3
24.4. 25.4. 26.4.
4 5 6 7 8 9 10
27.4. 28.4. 29.4. 30.4. 1.5. 2.5. 3.5.
11 12 13 14 15 16 17
4.5. 5.5. 6.5. 7.5. 8.5. 9.5. 10.5.
18 19 20 21 22 23 24
11.5. 12.5. 13.5. 14.5. 15.5. 16.5. 17.5.
25 26 27 28 29 30 31
18.5. 19.5. 20.5. 21.5. 22.5. 23.5. 24.5.
32 33 34 35 36 37 38
25.5. 26.5. 27.5. 28.5. 29.5 30.5 31.5
39 40 41 42 43 44 45
1.6. 2.6. 3.6. 4.6. 5.6. 6.6. 7.6.
46 47 48 49 50 51 52
8.6. 9.6. 10.6. 11.6. 12.6. 13.6. 14.6.
53 54 55 56 57 58 59
15.6. 16.6. 17.6. 18.6. 19.6. 20.6. 21.6.
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7. CADESI-Untersuchungsbogen

Name des Besitzers: Datum:

Name des Hundes:

SITE | CLINICAL SIGNS Erythema Lichenification Excoriations Alopecia TOTAL
Preauricular
Periocular
Face Perilabial
Muzzle
Chin
Head Dorsal
Convex
Left
Concave
Ear Pinna
X Convex
Right
Concave
Dorsal
Ventral
Neck
Left
Lateral
Right
Axilla Left
Right
Sternum
Dorsal
Thorax Left
Lateral
Right
Inatinal Left
Right
Abd
Lumbar Dorsal
Left
Flank
Right
Medial
Left Lateral
Antebrachial Flexure
Front Limb Carpal Flexure
Medial
Right Lateral
Antebrachial Flexure
Carpal Flexure
Metacarpal Flexure
Left Dorsal Metacarpal
Palmar
Front Foot Dorsal Interdigital
Metacarpal Flexure
Right Dorsal Metacarpal
Palmar
Dorsal Interdigital
Medial
Left Lateral
Stiffle Flexure
Hind Limb Tarsal Flexure
Medial
Right Lateral
Stiffle Flexure
Tarsal Flexure
Metatarsal Flexure
Left Dorsal Metatarsal
Plantar
Hind Foot Dorsal Interdigital
Metatarsal Flexure
Right Dorsal Metatarsal
Plantar
Dorsal Interdigital
Perianal
Perigenital
Tail Ventral
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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8. Medikamententagebuch

Name des Besitzers: Datum:

Name des Hundes:

Bitte tragen Sie unten jedes Medikament ein, das lhr Tier bekommt.

Antihistaminika (z.B. Cetirizin, Fenistil, Histacalmine) (Name u. Dosis):

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo
9 10 11 12 13 14 15 16 18

Glukortikoide (z.B. Cortison, Cortavance, Fuciderm) o. Atopica (Cyclosporin) 0. Apoquel

(Oclacitinib) (Name u. Dosis):

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo

9 10 11 12 13 14 15 16 18

Antibiotika (Name 1. DOSIS): ...uiniitiiii e e

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo

9 10 11 12 13 14 15 16 18
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Shampoos/Schaum (Name u. DOSIS): ...uuuiuitieiiie e

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo
9 10 11 12 13 14 15 16 18

Flohprophylaxe (z.B. EffiPro, Frontline, Exspot; Halsbander wie Scalibor oder Seresto):

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo
9 10 11 12 13 14 15 16 18

Sonstiges (Name u. Dosis) (z.B. Douxo Pads, Allerderm, essentielle Fettsduren, etc.):

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Name Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo Wo
9 10 11 12 13 14 15 16 18
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Q. Nebenwirkungsprotokoll

Name des Besitzers: Datum:

Name des Hundes:

1. Hat lhr Hund in den letzten zwei Wochen Nebenwirkungen auf das verabreichte
Medikament gezeigt?

olJa o Nein

2. Welche Nebenwirkungen haben Sie bemerkt?
0 Durchfall o Erbrechen/Ubelkeit o Miidigkeit, ,,Schlappheit*

o0 Lokale Reaktionen an der Injektionsstelle (z.B. Schwellung, Rétung,

Juckreiz, Schmerzhaftigkeit):

O Andere:

3. Wie stark waren die Nebenwirkungen ausgepragt?

o leicht O mittel o stark

4. Erganzungen:




IX. Anhang

163

10. Zur Analyse der Blutproben verwendete Materialien und

Gerate

10.1.

Bei der Serumzytokinanalyse eingesetzte Materialien und Geréte

Eingesetzte Materialien/Gerate

Hersteller

Bio-Plex® 200 Reader,
Bio-Plex Manager Software 4.1

BioRad, Hercules, California, USA

Luminex Sheath Fluid

Merck Millipore KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Magnetplatte ,,Bio-Plex® Handheld
Magnetic Washer*

BioRad, Hercules, California, USA

Milliplex® MAP TGFB1 Single Plex
Magnetic Bead Kit (Katalog-Nr.
TGFBMAG-64K-01),

Milliplex® MAP Canine Cytokine

Magnetic Bead Panel (Katalog-Nr.
CCYTOMAG-90K, CIFNG-MAG,
CTNFA-MAG, CIL10-MAG)

Merck Millipore KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Pipetten ,,Eppendorf Research®

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Plattenschiittler ,,MS1 Minishaker

IKA GmbH und Co. KG, Staufen,
Deutschland

Ultraschallbad ,,Bandelin Sonorex"

Bandelin electronic GmbH & Co0.KG,
Berlin, Deutschland

Vortexmischer ,,VTX-3000L Mixer
Uzusio*

LMS Co. Ltd., Tokyo, Japan

Zentrifuge ,,Centrifuge 5417R*

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge ,,Heraeus Multifuge 3 L-
R‘G

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland
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10.2. Bei der  quantitativen

Reverse  Transkriptase-Polymerase-

Kettenreaktion eingesetzte Materialien und Geréate

Eingesetzte Materialien/Gerate

Hersteller

96-well plate ,,Eppendorf twin.tec
PCR Plate 96* (Katalog-Nr.
951020401)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Applied Biosystems® DataAssist™
Software v3.01

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

PCR-System ,,Applied Biosystems®
7500 Real-Time PCR System*

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Pipetten ,,Eppendorf Research®“

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Plattenschiittler ,,MS1 Minishaker*

IKA GmbH und Co. KG, Staufen,
Deutschland

QuantiTect® Primer Assay
Cf_SDHA_1_SG (Katalog-Nr.
QT01381317),

Cf RPL13A 1 SG (Katalog-Nr.
QT00896287),

Cf TGFB1_1 SG (Katalog-Nr.
QT00898219),

Cf_TNF_1 SG (Katalog-Nr.
QT01437436),

Cf_IFNG_1 SG (Katalog-Nr.
QT00897036),

Cf_IL4_ 1 SG (Katalog-Nr.
QT00896931),

Cf_IL10_1 SG (Katalog-Nr.
QT01119804)

Qiagen GmbH, Venlo, Niederlande

QuantiTect® Reverse Transcription
Kit (Katalog-Nr. 205311)

Qiagen GmbH, Venlo, Niederlande

QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit
(Katalog-Nr. 204143)

Qiagen GmbH, Venlo, Niederlande

RNAprotect® Animal Blood Tubes
500 ul (Katalog-Nr, 76554)

Qiagen GmbH, Venlo, Niederlande
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RNeasy® Protect Animal Blood Kit
(Katalog-Nr, 73224)

Qiagen GmbH, Venlo, Niederlande

Spektralphotometer ,,NanoDrop™
1000 Spectrophotometer*

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Thermocycler ,,Mastercycler® ep*,
Seriennr. 5345

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermomixer ,,Eppendorf
Thermomixer® comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortexmischer ,,VTX-3000L Mixer
Uzusio*

LMS Co. Ltd., Tokyo, Japan

Zentrifuge ,,Centrifuge 5417R*

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge ,,Heraeus Multifuge 3 L-
R“

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland
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