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|I. EINLEITUNG

Die atopische Dermatitis (AD) ist eine héaufig auftretende Hauterkrankung bei
Hunden (HILLIER und GRIFFIN, 2001a; BIZIKOVA et al., 2015a). Sie wurde
definiert als entziindliche und juckende allergische Hauterkrankung mit genetischer
Préadisposition. Die charakteristischen Kklinischen Anzeichen stehen im
Zusammenhang mit Immunglobulin E (IgE)-Antik6rpern, die in den meisten Fallen
gegen Umweltallergene gerichtet sind (HALLIWELL, 2006). Klinische Symptome
treten typischerweise friih im Leben betroffener Hunde auf und prasentieren sich
initial als Juckreiz und Erythem. In weiter fortgeschrittenen Stadien entwickeln sich
zudem Alopezie, Exkoriationen oder andere sekundére Hautl&sionen, die durch
Selbsttraumatisierung und Infektionen hervorgerufen werden (GRIFFIN und
DEBOER, 2001; ZUR et al., 2002b; BIZIKOVA et al., 2015b). Die zugrunde
liegende Pathogenese stellt ein komplexes Zusammenspiel von Umweltfaktoren,
Stérungen des angeborenen und erworbenen Immunsystems und einer
beeintrachtigten Hautbarriere dar (MARSELLA et al., 2012; PUCHEU-HASTON
et al., 2015a; SANTORO et al., 2015). Obwohl das Verstandnis der Pathogenese
stetig wéchst, ist sie bislang nicht vollstandig geklart (MARSELLA etal., 2012). In
den meisten Fallen ist die Allergie IgE-bedingt und richtet sich gegen Umwelt-
und/oder Futtermittelantigene (PUCHEU-HASTON et al., 2015c¢). Im Verlauf der
Erkrankung treten unterschiedliche  T-Zell-Phdnotypen und  Zytokin-
Expressionsprofile auf, wobei in der friilhen Phase der Entziindung ein T-Helfer-2
(Th2)-Phéanotyp dominiert, wahrend eine gemischte T-Helfer-1 (Th1)/Th2-Antwort
in chronischen Lasionen vorherrscht (NUTTALL et al., 2002; MARSELLA et al.,
2012; PUCHEU-HASTON et al., 2015b). Da keiner der kommerziell verfiigbaren
Tests zwischen einer caninen atopischen Dermatitis (CAD) und anderen
Hauterkrankungen differenzieren kann und sie sich somit nicht als Screening-Tests
eignen, wird die Diagnose anhand einer Kombination aus Vorbericht, klinischen
Anzeichen und dem Ausschluss anderer Hauterkrankungen gestellt (HENSEL et
al., 2015). Labrador und Golden Retriever gehdren, neben einigen anderen, zu den
Rassen, welche eine genetische Pradisposition aufweisen, an atopischer Dermatitis
zu erkranken (JAEGER et al., 2010).

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze, einzelstréngige RNA-Molekiile mit einer

ungefédhren L&nge von 22 Nukleotiden (nt), die eine Rolle in der post-
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transkriptionellen Regulation der Genexpression spielen (LEE et al., 1993;
WIGHTMAN et al., 1993). Integriert in RNA-induzierte Silencing-Komplexe
(RISCs), dienen miRNAs als Fuhrungsstrukturen, um ,messenger RNAs*
(mRNASs) als Zielstruktur zu erkennen (HAMMOND et al., 2000). Durch Bindung
der miRNA mit der 3‘-untranslatierten Region (3°-UTR) der mRNA, wird eine
Regulation der Genexpression erzielt, entweder auf dem Wege des mMRNA-Abbaus
oder durch translationale Suppression (HUNTZINGER und 1ZAURRALDE,
2011). MicroRNAs sind zwischen Wirbeltieren konserviert, und spielen eine Rolle
in vielen wichtigen biologischen Prozessen (LAGOS-QUINTANA et al., 2002;
LEWIS et al., 2003). Da eine einzige miRNA auf mehrere Gene abzielen kann,
bilden sie in ihrer Gesamtheit ein komplexes Netzwerk, von dem angenommen
wird, dass es etwa ein Drittel aller Gene des Genoms regulieren kann (LEWIS et
al., 2003; HAMMOND, 2015). Es wird vermutet, dass die Expression von miRNAs
gewebsspezifisch ist (LAGOS-QUINTANA etal., 2002; BARTEL, 2004), und eine
verénderte Regulation der Expression konnte in verschiedenen Erkrankungen, wie
beispielsweise Tumoren (MCMANUS, 2003; LU et al., 2005; MAKUNIN et al.,
2007), kardiovaskuldren Erkrankungen (WANG et al., 2009) und Entwicklungs-
storungen (KLOOSTERMAN et al., 2007) nachgewiesen werden. In einer
allergischen Entzindung koénnen miRNAs sowohl Einfluss auf Zellen des
angeborenen und erworbenen Immunsystems als auch auf Keratinozyten ausiiben
und dadurch den Verlauf der Erkrankung maRgeblich mitbestimmen (REBANE
und AKDIS, 2014). Obwohl das Wissen ber die Rolle von miRNAs in der
Pathogenese der atopischen Dermatitis noch begrenzt ist, gibt es einige Studien, die
verschiedene Mechanismen aufzeigen, durch die miRNAs in die Entstehung der
Erkrankung involviert sein kénnen. MiR-155 beispielsweise, wird in atopischer
Haut nachweislich Uberexprimiert und tragt zu einer chronischen Entziindung bei,
indem sie die T-Helfer-Zell-Aktivierung fordert (SONKOLY et al., 2010; MA et
al., 2015). Im Gegensatz dazu verfugt miR-146, welche in allergischer Dermatitis
ebenfalls (berexprimiert wird, Uber entziindungshemmende Eigenschaften
(TAGANOQV et al., 2006; MEISGEN et al., 2014; REBANE et al., 2014). Durch
Hemmung aktivierender Elemente des ,,Nuclear factor kB“ (NF-«kB)-Signalwegs,
entsteht ein negativer Riickkoppelungsmechanismus als Versuch des Kdorpers, die
uberschiel3ende Entziindung zu kontrollieren (TAGANOV et al., 2006; MEISGEN
et al., 2014; REBANE et al., 2014). Eine verminderte Expression von miR-143

wurde in humanen Keratinozyten unter Einfluss von Interleukin-13 (IL-13), einem
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Th-2-Zytokin, nachgewiesen (ZENG et al., 2016). Unter forcierter Expression von
miR-143 wiederum, konnte ein Anstieg in der Expression von Proteinen der
Hautbarriere beobachtet werden. Diese Erkenntnisse lassen annehmen, dass miR-
143 als potentielle therapeutische Angriffsstelle flr die Pravention und Therapie
der atopischen Dermatitis dienen kann (ZENG et al., 2016).

Nach bestem Wissen der Autorin liegen bis zu diesem Zeitpunkt Kkeine
veroffentlichten Studien Uber die miRNA-Expression der Haut von Hunden mit
atopischer Dermatitis vor. Eine krankheitsspezifische miRNA-Expression kann fiir
die Diagnosestellung und Therapie der caninen atopischen Dermatitis von groRem

Interesse sein.

Das Ziel dieser Studie ist es, die miRNA-Expression von 18 miRNAs aus der Haut
von Labrador und Golden Retrievern zu untersuchen, und diese mit den
Ergebnissen von gesunder Haut zu vergleichen. Es soll die Frage beantwortet
werden, ob ein AD-spezifisches Expressionsmuster existiert. Um zudem
unspezifisch entziindungsbedingte Abweichungen der Expression abgrenzen zu
kdonnen, wurde eine weitere Kontrollgruppe mit nicht-allergischen Haut-

erkrankungen untersucht.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze einstrangige RNA-Molekiile mit einer L&nge
von ~22 Nukleotiden (nt). Sie kodieren nicht flr Proteine, sondern regulieren die
Genexpression auf post-transkriptioneller Ebene (LEE et al., 1993; WIGHTMAN
et al., 1993). Die Entdeckung der ersten miRNA 1993 fand im Rahmen der
Forschung zur Entwicklungsregulation des Nematoden Caenorhabditis elegans
(C.elegans) statt. Das flr die Larvenentwicklung wichtige Gen lin-4, kodierte nicht
wie erwartet fur ein Protein, sondern fur eine kurze RNA (LEE et al., 1993). Durch
komplementére Bindung dieser RNA an die ,,messenger RNA“ (MRNA) des Gens
lin-14 wurde dessen Expression post-transkriptionell herunter reguliert
(WIGHTMAN et al., 1993). Etwa sieben Jahre spater wurde eine weitere kurze
regulatorische RNA, let-7, in C. elegans entdeckt, die nicht nur Produkte von lin-
14, sondern auch mRNAs anderer Gene komplementér binden und somit direkt
regulieren konnte (REINHART et al., 2000). Weiterhin stellte sich heraus, dass let-
7 auler bei C. elegans auch bei einer grolen Anzahl an weiteren Spezies, unter
anderem dem Menschen, nachgewiesen werden konnte (PASQUINELLI et al.,
2000). Dies und die Entdeckung der RNA-Interferenz, einem weiteren
Regulationsmechanismus der Genexpression durch kurze doppelstrangige RNA-
Molekiile, weckte grof3es Interesse an den neuen miRNAs (FIRE et al., 1998). Eine
Genregulation durch RNAs schien eine grol3e, weitreichende Rolle in der Natur zu
spielen. Nach und nach wurden immer mehr Erkenntnisse zu Biogenese und
Wirkungsweise der miRNAs gewonnen, und es zeigte sich, dass die
zugrundeliegenden Mechanismen von miRNAs und doppelstrangigen ,,small
interfering RNAs*“ (siRNAs) einander ahnlich, stellenweise sogar identisch sind
und sie zwischen Fliege und Saugetier konserviert sind (HUTVAGNER et al.,
2001; SCHWARZ et al., 2002). In beiden Fallen geschieht die post-
transkriptionelle Genregulation durch einen sequenzspezifischen Nuklease-
Komplex, den ,,RNA-induced silencing complex (RISC), in den die kurze RNA
inkorporiert wird und, aufgrund ihrer Sequenz, als Leitstruktur zur Erkennung der
Ziel-mRNA dient (HAMMOND et al., 2000). In Abhangigkeit vom Grad der
Komplementaritdt zwischen miRNA und Ziel-mRNA, erfolgt anschlieBend eine
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Degradation der mRNA oder lediglich die Hemmung derer Translation
(HUTVAGNER und ZAMORE, 2002).

Folgend wird ein Uberblick tiber die Biogenese mit Schwerpunkt auf die in

Saugetieren involvierten Enzyme gegeben.
1.1. Biogenese

1.1.1. Transkription

MicroRNA-kodierende Gene sind im gesamten Genom verteilt. Etwa 60 % aller
miRNA-Gene von Wirbeltieren sind innerhalb von Protein-kodierenden Genen
oder nicht-Protein-kodierenden Transkriptionseinheiten lokalisiert. Von diesen
intragenischen miRNAs befinden sich 50 % in den Introns und etwa 10 % in den
Exons der ,,Wirtsgene®. Die restlichen miRNAs sind intergenisch kodiert, die
Information liegt also in einem zwischen zwei Genen gelegenen Abschnitt
(RODRIGUEZ et al., 2004). Die Struktur der miRNA-Gene ist vergleichbar mit der
aller Protein-kodierender Gene. Die Transkription geschieht somit durch das
Enzym RNA-Polymerase-11 (LEE et al., 2004). Das Transkript weist die flr die
miRNA-Biogenese charakteristische Haarnadelstrukur auf und wird als ,,pri-
MIRNA* (primary microRNA) bezeichnet (PASQUINELLI et al., 2000; LAGOS-
QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; LEE und AMBROS, 2001; LEE et al.,
2002). In gleicher Weise wie bei proteinkodierenden mRNAs finden post-
transkriptionelle Modifikationen statt. Das 3‘-Ende wird polyadenyliert, und das 5°-
Ende mit einer Cap-Struktur versehen. AuBerdem kann Splicing, im Falle von
C.elegans in Form von Trans-Splicing, stattfinden (BRACHT et al., 2004; CAl et
al., 2004).

1.1.2.  Weiterverarbeitung durch Drosha und Dicer

Auf dem Weg bis zur funktionsfahigen miRNA durchlauft das Transkript zwei
wesentliche Schritte. Zuerst erfolgt die Verarbeitung der pri-miRNA zu dem ~70 nt
langen Vorlédufer, der als ,,pre-miRNA* bezeichnet wird. Im zweiten Schritt wird
die pre-miRNA in die funktionsfahige ~22 nt lange miRNA gespalten (LEE et al.,
2002). Die Spaltung der pri-miRNA findet im Zellkern statt und wird durch eine
RNAse Il namens ,,.Drosha“ durchgefiihrt (LEE et al., 2003). Drosha agiert
zusammen mit dem Protein DGCR8 in einem Komplex der den Namen

»Mikroprozessor trigt. In diesem Mikroprozessor schneidet Drosha mit seinen
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zwei Doménen beide Strange des pri-miRNA-Stammes und DGCR8 sorgt mit
seiner RNA-bindenden Fahigkeit flr eine gezielte, spezifische Schnittfiihrung
(DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 2004; HAN et al., 2004). Ubrig bleibt der
doppelstrangige, haarnadelférmige Stamm des Transkripts, die pre-miRNA. Sie
muss flir ihre weitere Verarbeitung aus dem Zellkern in das Zytoplasma
transportiert werden. Dies geschieht durch das Transportprotein Exportin-5.
Exportin-5 bindet die doppelstrangige RNA (dsRNA) direkt und spezifisch in einer
Ran-Guanosintriphosphat-abhéngigen Weise (Y1 et al., 2003; BOHNSACK et al.,
2004; LUND et al., 2004).

Angekommen im Zytoplasma wird die pre-miRNA von der RNase Ill Dicer
gebunden, welche dann die schleifenférmige Region der Haarnadelstruktur
abspaltet (BERNSTEIN et al., 2001; GRISHOK et al., 2001; HUTVAGNER et al.,
2001; KETTING et al., 2001; KNIGHT und BASS, 2001). Dicer arbeitet ebenfalls
in einem Komplex, dem sogenannten ,,microRNA loading complex* (miRLC),
zusammen mit dem RNA-bindenden Protein TRBP (Transactivating response
RNA-binding protein) und dem Enzym Argonaute-2 (Ago2), einem Vertreter der
Argonauten-Familie (CHENDRIMADA et al., 2005; GREGORY et al., 2005;
HAASE et al., 2005; MANIATAKI & MOURELATOS, 2005). TRBP sorgt fir die
Rekrutierung von Ago2 und die Stabilitat des Komplexes und tragt so dazu bei, eine
Plattform fur den nédchsten Schritt, den Zusammenbau des RISCs, zu bilden. In
Vertebraten und Drosophila finden sich dem humanen TRBP stark homologe
Proteine (CHENDRIMADA et al., 2005). Ago2 wird in diesem Schritt der pre-
miRNA-Prozessierung selbst nicht enzymatisch aktiv, es spielt aber aufgrund seiner
Beteiligung bei der Selektion des funktionalen Strangs der dsSRNA und dessen
RISC-Beladung eine wesentliche Rolle (MANIATAKI und MOURELATOS,
2005). Von der entstandenen dsRNA wird in der Regel nur einer der beiden Strénge
eine funktionale, mature miRNA (GRISHOK et al., 2001; SCHWARZ et al., 2002).
Dieser Strang wird als Fihrungsstrang (guide strand) bezeichnet, wéhrend sein
komplementérer Strang den Namen ,,passenger strand* oder ,,star strand* trigt. Die
miRNA des komplementéren Strangs wird mit einem Stern hinter dem Namen
gekennzeichnet (LAU et al., 2001; LIM et al., 2003; SCHWARZ et al., 2003;
SONTHEIMER, 2005).
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1.1.3.  Zusammenbau des RNA-induced silencing complexes (RISC)

Bei RISC handelt es sich um einen Ribonukleoprotein-Komplex, bestehend aus
einer Ribonukleinséure, der reifen miRNA, und Proteinen der Argonauten-Familie
(MARTINEZ et al., 2002). Sein Zusammenbau ist ein komplexer VVorgang, dessen
Ablauf bis heute nicht bis ins Detail geklart ist. Eine gute Ubersicht gibt der Artikel
von Kobayashi und Tomari (KOBAYASHI und TOMARI, 2016). Demnach kann
der Vorgang in zwei Hauptschritte unterteilt werden: Zuné&chst das Beladen des
Ago-Molekiils mit der doppelstrangigen miRNA und anschlielend die Ausreifung

des Komplexes.

Zu Beginn wird, zum besseren Verstandnis, ndher auf die Eigenschaften der Ago-

Proteine eingegangen.

Allgemein bestehen Ago-Proteine aus 4 Doménen, die ,,N“, ,,PAZ*, ,MID* und
»PIWI*“ genannt werden. Jede Doméne trdgt mit ihrer spezifischen Funktion zur
RISC-Bildung bei (PETERS und MEISTER, 2007; HUTVAGNER und SIMARD,
2008; MEISTER, 2013). Die MID- und PIWI-Doménen, beispielsweise, bilden
zusammen eine basische 5°‘-Nukleotid-bindende Tasche, in die das 5‘-Ende des
Fuhrungsstranges der miRNA, charakteristisch bestehend aus einer Phosphat-
gruppe, verankert werden kann. Das 3°-Ende mit seinem 2-Nukleotid-Uberhang
hingegen passt in ein Bindungsmodul der PAZ-Doméne, ebenfalls &hnlich einer
Tasche, und kann hier fixiert werden. Es liegt aulRerdem ein Nukleinséure-
bindender Kanal vor, der die ,,Seed-Sequenz (die Basen an Position 2-8 des
Fuhrungsstranges) anhand ihrer 2°-Hydroxylgruppen und des Phosphat-Ruckgrats
erkennt (MA et al., 2005; PARKER et al., 2005; YUAN et al., 2005; ELKAYAM
et al., 2012; NAKANISHI et al., 2012; SCHIRLE und MACRAE, 2012). Die N-
Doméne spielt eine wichtige Rolle bei der Auftrennung der doppelstrdngigen
mMIRNA (MIRNA/MiRNA*) zur einzelstrangigen reifen miRNA (KWAK und
TOMARI, 2012). Bei Ago2-Molekilen weist die PIWI-Doméne eine Faltung auf,
die der Struktur einer Endoribonuklease gleicht. Die Endoribonuklease-Aktivitét
wird ,,Slicer* genannt und dient dem Abbau der Ziel-mRNA durch RISC (LIU et
al., 2004; MEISTER et al., 2004).

Zu Beginn des Zusammenbaus von RISC wird das Ago-Molekil mit einem
doppelstrangigen miRNA/miRNA*-Komplex beladen (MATRANGA et al., 2005;
RAND et al., 2005). Die Beladung ist ein dynamischer Prozess und bendtigt die
Adenosintriphosphat (ATP)-abhéngige Chaperonenfunktion von Hsc70 (Heat
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shock cognate protein 70), Hsp90 (Heat shock protein 90) und deren Co-
Chaperonen (IWASAKI et al., 2010; MIYOSHI et al., 2010). Es wird vermutet,
dass die Proteine die Konformation des Ago-Molekils verdndern und somit der
sperrigen doppelstrangigen miRNA Zugang zu dem Nukleinsaure-bindenden Kanal
ermoglichen. Der genaue Ablauf ist bislang aber nicht geklart (NAKANISHI,
2016). Bekannt ist jedoch, dass lediglich der Schritt der miRNA-Beladung und kein
weiterer Schritt der Reifung von RISC energieabhéngig ist und somit ATP benétigt
(KAWAMATA et al., 2009; YODA et al., 2010). Den mit der doppelstrangigen
miRNA beladenen Komplex nennt man ,Pre-RISC* (KOBAYASHI und
TOMARI, 2016). Wie bereits erwihnt, bindet das 5°-Ende des Fiihrungsstrangs in
die von MID- und PIWI-Domine gebildete Tasche, wéahrend das 3°-Ende mit der
PAZ-Domadne interagiert. Welcher Strang der miRNA-Duplex der Filhrungsstrang
und welcher der Passagierstrang wird, entscheidet sich nicht per Zufall. Einen
entscheidenden Faktor bei der Strangselektion stellt die relative thermodynamische
Stabilitat der Duplex-Enden dar. In den meisten Féllen wird der Strang mit der
geringeren thermodynamischen Stabilitdt der Basenpaarung am 5°-Ende in RISC
inkorporiert und somit zum Fidhrungsstrang (KHVOROVA et al.,, 2003;
SCHWARZ et al., 2003). Im Gegensatz zu der Strangselektion bei Fliegen, ist bei
Sdugetieren das Molekul Dicer nicht notwendig. Die Erkennung des
thermodynamisch instabileren Stranges geschieht durch das Ago-Molekul selbst
(SUZUKI et al., 2015). Die geringere thermodynamische Stabilitat vereinfacht den
nachsten Schritt der Reifung des RISC-Komplexes, das ,,Wedging*. Hierbei bricht
die N-Doméne einige Basenpaarungen am 3°‘-Ende des Fiihrungsstranges auf,
wobei die doppelstrangige miRNA wie durch einen Keil aufgespalten wird (KWAK
und TOMARI, 2012). Hierdurch wird der letzte Schritt der RISC-Maturation, der

Auswurf des Passagierstranges, auch ,,passenger ejection® genannt, vorbereitet.

Es gibt zwei verschiedene Arten, auf die der Doppelstrang der miRNA aufgetrennt
und der Passagierstrang ausgeworfen werden kann. Die erste Methode bedient sich
der enzymatischen Aktivitat der Endonuklease Slicer, wohingegen die alternative
Methode Slicer-unabhéngig abléuft. Fur die Slicer-abhéngige Variante missen
zwei wichtige VVoraussetzungen erfullt sein. Zum einen muss das Ago-Molekdil tiber
die Slicer-Funktion verfligen, zum anderen muss das zu spaltende Substrat, also die
doppelstrangige  miRNA, eine perfekte Komplementaritdt aufweisen
(MATRANGA et al.,, 2005; MIYOSHI et al., 2005; RAND et al., 2005;
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LEUSCHNER et al., 2006; SHIN, 2008). Nach dem Wedging wird das Zentrum
des Passagierstranges durch Ago enzymatisch gespalten. Durch diese entstandene
mittige Einkerbung verliert die miRNA-Duplex stark an Stabilitat, kann der
herrschenden Spannung nicht mehr standhalten und der nicht fixierte
Passagierstrang wird ausgeschieden. VVon den vier Ago-Molekiilen bei Sdugetieren
besitzt nur Ago2 die enzymatische RNase-Funktion (LIU et al., 2004,
HAUPTMANN et al., 2013). Da viele miRNAs typischerweise zentrale Basen-
Fehlpaarungen aufweisen, wodurch die Slicer-abhéngige Spaltung nicht méglich
ist, wird in vielen Fallen auf die langsamere alternative Methode zuriuickgegriffen.
Insbesondere Fehlpaarungen im Bereich der Seed-Sequenz und im Bereich der
Basen an Position 12-16, aber auch das Vorliegen von vielen thermodynamisch
schwachen Watson-Crick-Basenpaarungen begiinstigen den Ablauf der Slicer-
unabhéngigen RISC-Ausreifung (KAWAMATA et al., 2009; YODA et al., 2010;
GU et al., 2011). Diese Erkenntnisse sprechen dafur, dass allgemein gesagt, jeder
Faktor, der zu einer Schwéchung der Stabilitdt der miRNA-Duplex beitragt, den
Auswurf des Passagierstrangs vereinfacht (NAKANISHI, 2016). Fir den Slicer-
unabhéngigen Bypass-Mechanismus wird die PAZ-Domane des Ago-Molekiils
benétigt. Ohne sie kann Ago zwar mit der doppelstrangigen miRNA beladen
werden, ein Auftrennen der Strdnge und der folgende Auswurf des
Passagierstranges bleibt jedoch aus (GU et al., 2012). Die PAZ-Doméne verankert
das 3°-Ende des Fuhrungsstranges und dient somit als eine Art Haltegriff um den
miR*-Strang abzulésen (KOBAYASHI und TOMARI, 2016). Der weitere Verlauf
gleicht demjenigen der Slicer-abhangigen Variante. Die miRNA-Duplex wird an
den Stellen der Fehlpaarungen aufgebrochen und verliert an Stabilitat. Aufgrund
der im Komplex herrschenden Spannungen verbleibt nur der fest verankerte
miRNA-Strang im RISC-Komplex, der lose Passagierstrang wird ausgeworfen
(NAKANISHI, 20186).

Der entstandene Komplex aus Ago-Molekil und einzelstrangiger miRNA stellt den
reifen RISC-Komplex dar (MARTINEZ et al., 2002).

Fur viele miRNAs konnen beide Strange einer miRNA im Gewebe nachgewiesen
werden. Daher ist eine pauschale Einteilung in Fiihrungsstrang und ,,nutzlosen*
Passagierstrang nicht méglich. Expressionsprofile haben gezeigt, dass in manchen
Geweben beide Strange gleichzeitig nachgewiesen werden konnten, wahrend in

anderen Geweben nur der eine oder der andere Strang gefunden wurde. ES ist



I1. Literaturlibersicht 11

ebenfalls wahrscheinlich, dass die Strang-Selektion nicht nur gewebsspezifisch ist,
sondern auch einer zellspezifischen und konditionsspezifischen Modulation
unterliegt (RO et al., 2007; BIASIOLO et al., 2011; ZHOU et al., 2012). Aktuell ist
noch wenig dariiber bekannt, wie die Regel der niedrigeren thermodynamischen
Stabilitdt unter bestimmten Bedingungen, wie beispielsweise Krankheit oder
unterschiedlichen Entwicklungsstadien, umgangen werden kann. Es kann jedoch
davon ausgegangen werden, dass solche Mechanismen existieren (MEIJER et al.,
2014).

Die Erkenntnis, dass nur das Beladen von Ago mit der doppelstrangigen miRNA,
nicht aber das Wedging oder der Auswurf des Passagierstrangs ATP bendtigt, wirft
die Frage auf, woher die Energie fiir diese Prozesse kommt (YODA et al., 2010;
KWAK und TOMARI, 2012; SUZUKI et al., 2015). Kobayashi und Tomari stellen
die Theorie eines zugrunde liegenden Energie-Gefalles auf, und nennen ihr Modell
das ,,energy slope“-Modell (KOBAYASHI und TOMARI, 2016). Ago-Molekile
sind in ihrer RNA-freien Form sehr flexibel (ELKAYAM et al., 2012). Um mit
einer miRNA-Duplex beladen zu werden, muss Ago eine energetisch ungunstigere
Konformation einnehmen. Fur diese Konformationséanderung ist die Chaperonen-
Maschinerie notwendig. Sie bringt Ago in die aktive, beladungsfahige Form und
verhindert, dass das Molekil wieder in die flexible, inaktive Form zurlickfallt.
Dieser Prozess bendtigt die Hydrolyse von ATP. Wéhrend des Beladungsprozesses
andert Ago erneut seine Konformation. Die Doménen winden sich um die miRNA
und interagieren so miteinander, dass sich die vorher offene Konformation in eine
geschlossene Konformation wandelt. Die geschlossene Konformation ist stabiler
und energetisch vorteilhaft, auferdem wird aufgrund des geringen Platzes im
Molekdil der Auswurf des losen Passagierstrangs unterstiitzt. Der entstandene reife
RISC-Komplex stellt den energetisch vorteilhaftesten und stabilsten Zustand dar.
Das ,,energy slope““-Modell vergleicht den VVorgang also mit dem Herabrollen eines
Energiegefalles. Das Ago-Molekil bewegt sich von dem instabilen, energetisch
ungunstigen, aktiven Zustand, Uber den stabileren pre-RISC Zustand hin zu dem
bevorzugten, stabilen reifen RISC-Komplex (KOBAYASHI und TOMARI, 2016).

1.2. Wirkmechanismus

MiRNAs bewirken ein post-transkriptionelles Gen-Silencing durch Unterdriickung
der Translation und Beschleunigung des Abbaus der Ziel-mRNA (HUNTZINGER
und IZAURRALDE, 2011). Die kurze RNA im RISC-Komplex dient als
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Fuhrungsstruktur, um die Ziel-mRNA zu erkennen (SCHWARZ et al., 2002).
Durch Basenpaarung der miRNA mit partiell komplementaren Regionen der 3°-
UTR der mRNAs wird die Proteinsynthese post-transkriptionell reguliert
(EULALIO et al., 2008; BARTEL, 2009; FABIAN et al., 2010).

Fur die Wirkungsweise der miRNA-bedingten Genregulation ist entscheidend, dass
die Fuhrungs-miRNA die Ziel-mRNAs spezifisch bindet und dass der RISC-
Komplex auf der Suche nach den passenden mRNAs schnell zwischen Zielstruktur
und Nicht-Zielstruktur unterscheiden kann. Nur so ist eine schnelle Antwort auf
wechselnde Umweltbedingungen mdoglich (KUNNE et al.,, 2014). Um diese
Bedingungen zu erflllen unterteilt das Ago-Molekil die Fihrungs-RNA in
verschiedene funktionale Abschnitte (WEE et al., 2012; SALOMON et al., 2015).
Die entscheidende Rolle bei der Zielerkennung spielt die sogenannte ,,Seed-
Sequenz® (LEWIS et al., 2003; BRENNECKE et al., 2005). Die Seed-Sequenz
umfasst die Nukleotide an Position 2 - 7 oder 2 - 8, beginnend vom 5°-Ende der
miRNA. Aullerdem unterscheidet man einen Anker (nt 1), eine zentrale Region
(nt9-12), eine 3°-ergdnzende Region (nt 13 -17) und eine Schwanz-Region
(nt 18 - 21) (WEE et al., 2012).

1.2.1. Erkennung der Zielstruktur

Das 5°‘-Ende der Fihrungs-miRNA ist in der MID-Doméne verankert, die
folgenden Nukleotide 2 - 7 sind in einer helikalen Anordnung so ausgebreitet, dass
sie in Kontakt mit der Umgebung treten kénnen. (ELKAYAM et al., 2012;
NAKANISHI et al., 2012; SCHIRLE et al., 2014). Die folgenden Nukleotide
reichen von der Mitte des Proteins bis zur 3‘-bindenden Tasche in der PAZ-
Domane, wobei sich die Nukleotide 14 - 18 durch einen engen Kanal winden, der
von der PAZ- und der N-Domane gebildet wird (SCHIRLE et al., 2014). Durch
diese Anordnung innerhalb des Ago-Molekiils wird verhindert, dass die 3°-Hélfte
der Flhrungs-RNA Basenpaarungen mit komplementaren Zielstrukturen eingehen
kann. In Abwesenheit einer Ziel-mRNA fiigt das Ago-Molekdl einen Knick am
Ende der Seed-Sequenz in die Fihrungs-RNA ein. Dieser Knick wird durch helix-
7, einer o-Helix des Ago-Molekils, durch Einfligen eines hydrophoben Rests
zwischen nt 6 und nt 7 hervorgerufen (SCHIRLE und MACRAE, 2012; FAEHNLE
et al., 2013; NAKANISHI et al., 2013). Durch den eingeftigten Knick liegen von
der Seed-Sequenz nur noch die Nukleotide 2 - 5 in einer A-Form-Helix vor, einer

Konformation, welche thermodynamisch giinstig fiir die Basenpaarung zwischen
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miRNA und Ziel-mRNA ist und somit die Interaktion beider RNAs fordert
(BARTEL, 2004; ELKAYAM et al., 2012; NAKANISHI et al., 2012; SCHIRLE et
al., 2014). Das bedeutet, dass innerhalb der Seed-Sequenz eine Unterteilung in zwei
Untereinheiten stattfindet, von denen die Einheit nt 2 - 5 die initiale, eigentliche
Erkennungssequenz darstellt (SCHIRLE et al., 2014; CHANDRADOSS et al.,
2015; SALOMON et al., 2015). Die Paarung der Nukleotide 2 - 5 der Seed-Sequenz
mit der Ziel-mRNA erfolgt nach einem Alles-oder-Nichts-Prinzip, wonach es beim
Auftreten von Fehlpaarungen zu keiner Bindung kommt (SALOMON et al., 2015).
Ist die Basenpaarung jedoch korrekt, kommt es zu einer Konformationséanderung
des Ago-Molekiils. Helix-7 andert ihre Position, um nun mit der kleinen Furche der
neu gebildeten Duplex-RNA, bestehend aus Fihrungs-miRNA und Ziel-mRNA, zu
interagieren. Hierdurch 16st sich der Knick innerhalb der Seed-Sequenz, die
Nukleotide 6 - 8 nehmen ebenfalls eine helikale Anordnung an und sind dann fiir
weitere Basenpaarungen verfugbar (SCHIRLE et al.,, 2014). Zusatzlich zur
Uberpriifung der Basenpaarung auf Komplementaritat wird die neue doppel-
strangige Helix auch anhand ihrer dreidimensionalen Struktur Uberprift. Die
Interaktion von helix-7 mit der kleinen Furche der Duplex-RNA ermdglicht es, eine
verzerrte Konformation aufgrund von Fehlpaarungen zu identifizieren und bei
Bedarf eine unpassende Ziel-mRNA auszuwerfen (SCHIRLE et al., 2014).
Fehlpaarungen im Bereich der Nukleotide 6 - 8 der Fiihrungs-miRNA fallen nicht
so schwer ins Gewicht wie im Bereich der Nukleotide 2 - 5 und kdnnen durch
extensive Komplementaritit im Bereich der 3°-ergédnzenden Region ausgeglichen
werden (BRENNECKE et al., 2005; GRIMSON et al., 2007; BARTEL, 2009; WEE
et al., 2012; SALOMON et al., 2015). Die Bewegung von helix-7 fihrt neben der
Freigabe der restlichen Seed-Sequenz namlich auch zu einer Erweiterung des
Kanals zwischen der PAZ- und der N-Domane. Die Erweiterung wird begleitet von
einer Repositionierung der 3°-Hélfte der Fiihrungs-miRNA, wobei die Nukleotide
der 3°-erganzenden Region die Konformation einer A-Form-Helix annehmen und
nun fur die ergdnzende Basenpaarung zur Verfiigung stehen (SCHIRLE et al.,
2014). Komplementaritiat im Bereich der 3°-ergdnzenden Region kann zum einen
Fehlpaarungen oder wackelnde G:U Paarungen in der Seed-Sequenz ausgleichen,
zum anderen, bei korrekter Basenpaarung der Seed-Sequenz mit der Ziel-mRNA,
die translationale Repression verstarken (BRENNECKE et al., 2005; GRIMSON et
al., 2007; BARTEL, 2009; WEE et al., 2012; SALOMON et al., 2015).
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Doch wie kann der RISC-Komplex miRNA-Zielstrukturen in der enormen und
dynamischen Anhdufung von RNA-Molekilen in einer Zelle effizient
identifizieren? Die Erklarung liefert eine Studie von Chandradoss et al. Sie
unterstutzt ebenfalls das Modell der schrittweisen Zielerkennung. Das Ago-
Molekil kann also Zielstrukturen nur anhand der 3 - 4 Nukleotide der Seed-
Untereinheit effizient erkennen und bildet erst dann eine langlebige Interaktion mit
der mRNA aus, wenn die Basenpaarung sich tiber die gesamte L&nge der Seed-
Sequenz erstreckt. Auf der Suche nach Bindungsstellen bindet der RISC-Komplex
einstrdngige RNA-Molekdile und diffundiert entlang des Molekdls, wahrend die
Seed-Sequenz die mMRNA nach komplementdren Sequenzen absucht
(CHANDRADOSS et al., 2015). RISC-Komplexe weisen namlich eine
unspezifische Affinitat zu einstrangigen RNA-Molekiilen auf, die eine Bindung und
somit den Suchprozess begunstigt (AMERES et al., 2007). Die Einschrankung der
initialen Zielsuche auf nur wenige Nukleotide vermindert den bendtigten
Energieaufwand und vereinfacht die laterale Diffusion. Somit ist ein effizienter
Ablese-Mechanismus gewéhrleistet (CHANDRADOSS et al., 2015). Die Lénge
der Seed-Sequenz stellt vermutlich den besten Kompromiss zwischen optimalen
kinetischen Eigenschaften wahrend des initialen Ablesens einer Ziel-mRNA und
ausreichender Sequenzspezifitat dar (KUNNE et al., 2014).

Die Studie von Chandradoss et al. zeigt aulRerdem, dass das Ago-Molekil haufig
zwischen benachbarten Zielstrukturen hin und her pendelt. Dadurch erhéht sich die
Verweilzeit des RISC-Komplexes an einer Ziel-mRNA mit multiplen Bindungs-
sequenzen. Energetisch stellt die laterale Diffusion entlang des Molekils zur
Erfassung mehrerer Bindungssequenzen die giinstigere Variante dar, im Vergleich
zur Dissoziation des Komplexes vom Molekil und der erneuten Bindung an anderer
Stelle (CHANDRADOSS et al., 2015). Die Fé&higkeit des Ago-Molekuls zur
lateralen Diffusion entlang der mRNA hilft auch bei der Erklarung, wie benachbarte
miRNA-Bindungsstellen zu einer kooperativen Unterdriickung von Ziel-mRNAs
fuhren kénnen (GRIMSON et al., 2007; BRODERICK et al., 2011).

1.2.2.  Post-transkriptionelles Gen-Silencing

Hat ein miRISC-Komplex eine Zielstruktur erfolgreich erkannt, erfolgt im
Anschluss das Silencing der mRNA. Liegt eine vollstandige Komplementaritat vor,
kann die mRNA durch Kkatalytisch aktive Ago-Molekile gespalten werden
(AMERES und ZAMORE, 2013; IPSARO und JOSHUA-TOR, 2015). Im
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Tierreich und auch beim Menschen sind Zielstruktur und Flihrungs-miRNA jedoch
nur teilweise komplementdr, was eine Spaltung durch Ago unmdoglich macht
(IPSARO und JOSHUA-TOR, 2015). Fir die Genregulation kommen alternative
Methoden zum Einsatz. Durch Rekrutierung zusétzlicher Proteine findet das
Silencing als Kombination von translationaler Repression, Deadenylierung, Abbau
der 5°-Cap-Struktur, dem so genannten ,,Decapping®, und schlie8lich dem Abbau
der mRNA vom 5°- zum 3‘-Ende statt (HUNTZINGER und IZAURRALDE, 2011;
FABIAN und SONENBERG, 2012). GW182-Proteine spielen eine wichtige Rolle
in diesen Prozessen. Sie stellen eine Art flexibles Gerust dar, welches als Plattform
dient, um Interaktionen zwischen den Ago-Proteinen und folgenden Effektor-
Komplexen, wie beispielsweise den zytoplasmatischen Deadenylase-Komplexen
Poly(A)-Nuklease (PAN) 2-PAN3 und CCR4-NOT (Carbon catabolite repressor 4-
negative on TATA-less), zu ermdglichen (HUNTZINGER und IZAURRALDE,
2011; FABIAN und SONENBERG, 2012).

1.2.2.1. Mechanismen des mMRNA-Abbaus

Gesammelte wissenschaftliche Nachweise zeigen, dass der Abbau der miRNA-
Zielstruktur durch Enzyme des zelluliren 5°-zu-3°-mRNA-Zerfallsweges
katalysiert wird (JONAS und IZAURRALDE, 2015). Bei diesem Prozess wird
zunéchst der Poly(A)-Schwanz der mRNA am 3°-Ende durch aufeinander folgende
Aktivitdt der Deadenylase-Komplexe PAN2-PAN3 und CCR4-NOT gekirzt
(WAHLE und WINKLER, 2013). Anschlieend folgt die Hydrolyse der 3‘-Cap-
Struktur durch das Decapping-Protein 2 unter Mithilfe verschiedener weiterer
Kofaktoren (JONAS und IZAURRALDE, 2013). Schlie3lich wird die restliche
MRNA durch die zytoplasmatische Nuklease 5°-zu-3-Exoribonuklease 1 abgebaut
(GARNEAU et al., 2007). Die aufeinander folgenden Schritte sind durch ein
Netzwerk von direkten Interaktionen zwischen den jeweiligen katalytischen
Einheiten gekoppelt. Der miRISC-Komplex macht Gebrauch von diesem gut
aufeinander abgestimmten System ber Rekrutierung des Adapter-Proteins GW182
(JONAS und IZAURRALDE, 2015). GW182 interagiert mit PAN3, dem
Verbindungsprotein des PAN2-PAN3-Deadenylasekomplexes, und rekrutiert somit
die katalytische Untereinheit PAN2 (BRAUN et al., 2011; CHRISTIE et al., 2013).
Der genaue Beitrag des PAN2-PAN3-Deadenylasekomplexes zum mRNA-Abbau
ist nicht génzlich geklart. Es wird vermutet, dass der Komplex in der friilhen Phase

der Deadenylierung involviert ist, ohne einen vollstandigen mMRNA-Abbau zu
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initileren. Wenn der Poly(A)-Schwanz der mRNA um eine bestimmte Lé&nge
gekdrzt ist, tbernimmt der CCR4-NOT-Komplex, setzt die Deadenylierung fort
und leitet folgend den kompletten Abbau der RNA ein. Ein Ausfall des PAN2-
PAN3-Komplexes kann vermutlich durch den CCR4-NOT-Komplex kompensiert
werden, der in der Lage ist, auch allein fur den mRNA-Abbau zu sorgen
(YAMASHITA et al., 2005; WAHLE und WINKLER, 2013). Der CCR4-NOT-
Komplex koppelt nicht nur den Prozess der Deadenylierung mit dem des
Decappings, sondern verfugt aulerdem uber die Fahigkeit unabh&ngig vom
MRNA-Abbau die Translation zu unterdriicken (COOKE et al., 2010;
CHEKULAEVA et al., 2011; BAWANKAR et al., 2013; HUNTZINGER et al.,
2013; ZEKRI et al., 2013; MATHYS et al., 2014). Diese Eigenschaften resultieren
daraus, dass eine Unterdomane des CCR4-NOT-Komplexes als Bindungsplattform
fir DDX6 (DEAD-box helicase 6) dient, einem Enzym, das die Translation
unterdriickt und zusatzlich mit Decapping-Faktoren interagiert (PRESNYAK und
COLLER, 2013; CHEN et al., 2014; MATHYS et al., 2014). Diese Unterdoméne
koordiniert also die Funktionen des Komplexes durch Interaktion mit denjenigen
Enzymen, die Deadenylierung, translationale Repression und Decapping
katalysieren (CHEN et al., 2014).

Auler mit Ago-Proteinen und den Deadenylase-Komplexen, geht GW182 auch
eine Verbindung mit dem zytoplasmatischen Poly(A)-bindenden Protein (PABPC)
ein (FABIAN et al., 2009; HUNTZINGER et al., 2010; JINEK et al., 2010;
KOZLOV et al., 2010; HUNTZINGER et al., 2013; ZEKRI et al., 2013). PABPC
interagiert mit verschiedenen Translationsfaktoren und funktioniert dadurch als
stimulierende Komponente der Translation (DERRY et al., 2006). Uber die Art und
Weise wie die Interaktion zwischen GW182 und PABPC zum Gen-Silencing
beitragt existieren verschiedene Theorien. Eine Variante sieht PABPC als eine Art
Anker, durch den sich der miRISC-Komplex an polyadenylierte mMRNAs anhéngen
kann. Dadurch werden polyadenylierte mRNAs effizienter mit Ago-Proteinen in
Verbindung gebracht und deren Expression somit effizienter unterdriickt
(BEILHARZ et al., 2009; WALTERS et al., 2010; ZEKRI et al., 2013). Das
alternative Modell erklart den translationshemmenden Effekt durch die Bindung
von PABPC an GW182, welche den normalerweise auftretenden stimulierenden
Effekt abschwacht (WAKIYAMA et al., 2007; BEILHARZ et al., 2009; FABIAN
etal., 2009; ZEKRI et al., 2009; HUNTZINGER et al., 2010).
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1.2.2.2. Translationale Repression

Zusatzlich zur Beschleunigung des mRNA-Abbaus l6sen miRNAs auch eine
translationale Repression aus, um ein Gen-Silencing zu erzielen (HUNTZINGER
und IZAURRALDE, 2011; FABIAN und SONENBERG, 2012). Die translationale
Unterdriickung kann in der frihen Phase nach miRNA-Expression beobachtet
werden, ihr Effekt ist generell aber als eher schwach anzusehen. Bis die volle
Wirkung der translationalen Hemmung eintritt, stellt die mMRNA-Destabilisierung
und -Deadenylierung die dominantere Komponente des miRNA-mediierten
Silencings dar (EICHHORN et al., 2014). Nichtsdestotrotz hat eine umfassende
Analyse der miRNA-Funktion ergeben, dass die ,reine translationale
Unterdriickung etwa 6 - 26 % der Repression fir jede endogene Zielstruktur in
Sdugerzellen ausmacht (EICHHORN et al., 2014). Die miRISCs besitzen die
Fahigkeit, die Translation unabhéngig von den Prozessen des mMRNA-Abbaus zu
hemmen. Umgekehrt kann der Abbau einer mMRNA unabhangig davon ablaufen, ob
eine Translation stattfindet oder nicht (WU et al., 2006; EULALIO et al., 2007;
FUKAYA und TOMARI, 2012; MISHIMA et al., 2012; RICCI et al., 2013a).

Die Frage wie miRNAs die Translation unterdriicken konnen wurde lange
kontrovers diskutiert, bis sich dann jedoch der Konsens entwickelt hat, dass
miRNAs die Cap-abhangige Translation zum Zeitpunkt der Initiation unterdriicken
(HUMPHREYS et al., 2005; PILLAI et al., 2005; MATHONNET et al., 2007;
WAKIYAMA et al., 2007; DING und GROSSHANS, 2009; IWASAKI et al.,
2009; ZDANOWICZ et al., 2009; FUKAYA und TOMARI, 2012; RICCI et al.,
2013a). Der genaue molekulare Mechanismus muss allerdings noch geklart werden
(JONAS und IZAURRALDE, 2015). Aktuelle Modelle vermuten ein
Zusammenspiel mit RNA-Helikasen, wie beispielsweise den eukaryotischen
Initiationsfaktoren 4 (elF4) A1 und elF4A2, oder dem translationalen Repressor
und Decapping-Aktivator DDX6 (JONAS und IZAURRALDE, 2015).

Die elF4A-RNA-Helikasen sind Initiationsfaktoren der Translation, die die
Sekundérstruktur einer mRNA im Bereich der 5°-untranslatierten Region (5°-UTR)
entwinden und somit ein Ablesen und Finden des Start-Codons durch den 43S-Pré-
Initiationskomplex ermdglichen (JACKSON et al., 2010). Einige Studien weisen
darauf hin, dass dieser Scanning-Prozess durch die Interaktion zwischen miRISC
und elF4A behindert wird (MEIJER et al., 2013; FUKAO et al., 2014; FUKAYA

et al., 2014). Bezlglich der Frage, wie genau diese Hinderung stattfindet und wie
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elF4A zum Silencing-Prozess beitragt, gehen die Meinungen der einzelnen Studien
allerdings auseinander. Eine Studie zeigte, dass miRISCs elF4A2 spezifisch durch
Interaktionen mit dem CCR4-NOT-Komplex rekrutieren (MEIJER et al., 2013).
Diese Interaktion ist womadglich in der Lage, elF4A2 auf der mRNA-5‘-UTR zu
fixieren und dadurch eine Blockierung fir den 43S-Komplex darzustellen.
Resultierend wird der Scanning-Prozess verhindert, und somit die Initiation der
Translation gehemmt (MEIJER et al., 2013). Andere Studien kamen zu dem
Ergebnis, dass miRNAs die Translation unterdriicken, indem elF4A losgeldst
anstatt rekrutiert wird (FUKAO et al., 2014; FUKAYA et al., 2014). Trotz einiger
Unklarheiten manifestiert sich aus diesen und anderen Studien ein Modell, bei dem
miRNAs durch Abzielen auf elF4E, elF4G oder elF4A in den Zusammenbau
und/oder die Funktion des elF4F-Komplexes eingreifen (MATHONNET et al.,
2007; ZDANOWICZ et al., 2009; MEIJER et al., 2013; RYU et al., 2013; FUKAO
etal., 2014; FUKAYA et al., 2014).

Ein alternativer oder moglicherweise weiterer Mechanismus, mit dem miRISCs und
der CCR4-NOT-Komplex die Translation hemmen konnen, betrifft das Enzym
DDX6. DDX6 beinhaltet zwei verschiedene Funktionen in der post-
transkriptionellen mRNA-Regulation. Es kann einerseits unabhangig vom mRNA-
Abbau die Translation unterdriicken, andererseits das Decapping stimulieren und
somit den kompletten Abbau einer mMRNA einleiten (PRESNYAK und COLLER,
2013). Die Aktivierung des Decapping-Prozesses wird vermutlich durch die
Rekrutierung verschiedener Decapping-Faktoren zur mRNA hervorgerufen, die
sich im Prozess der Deadenylierung befindet (JONAS und IZAURRALDE, 2013;
PRESNYAK und COLLER, 2013). Wie DDX6 die Translation unterdriickt, bleibt
bislang eine offene Frage (JONAS und IZAURRALDE, 2015). DDX6 interagiert
mit einem elF4E-Transporter, einem elF4E-bindenden Protein, das mit elF4G um
die Bindung mit elF4E konkurriert und somit die Einleitung der Translation hemmt
(ROLLAND et al., 2014). Eine Hemmung des Transporters hat jedoch nur einen
leichten Effekt auf das Silencing, was die Vermutung nahelegt, dass DDX6 noch
weitere, bisher unbekannte, Mechanismen benutzt (JONAS und IZAURRALDE,
2015). Eine interessante Erkenntnis diesbeziglich ist, dass die ATPase-Aktivitat
von DDX6, welche durch die Interaktion mit dem CCR4-NOT-Komplex stimuliert
wird, fur das miRNA-bedingte Gen-Silencing erforderlich ist (MATHYS et al.,
2014).
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Es bleibt eine Herausforderung, die genauen Mechanismen der translationalen
Hemmung sowie die Interaktion zwischen translationaler Repression und mRNA-
Abbau in Zukunft herauszufinden (JONAS und IZAURRALDE, 2015).

1.3. Nachweis

MicroRNAs konnten bereits in verschiedensten Geweben, Zellkulturen, Blut und
anderen Korperflussigkeiten wie Speichel, Urin und Zerebrospinalfllssigkeit
nachgewiesen werden (KROH et al., 2010; LV et al., 2014; MOMEN-HERAVI et
al., 2014; GAITERO et al.,, 2016; SALIMINEJAD et al.,, 2019). Zu den
konventionellen Nachweismethoden gehdren das Northern-Blotting, die In-situ
Hybridisierung, die quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-
reaktion (RT-gPCR), der Mikroarray und das ,,Next-Generation Sequencing“
(DAVE et al., 2018). Die in dieser Studie verwendete Methode der RT-gPCR
zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat und Spezifitit aus und eignet sich gut fur
die Quantifizierung von miRNAs (DAVE et al., 2018). Da nur eine begrenzte
Anzahl an miRNAs pro Tag mittels RT-gPCR analysiert werden kdnnen, eignet
sich die Methode insbesondere fiir die Untersuchung einer kleineren Anzahl von zu
detektierenden miRNAs (DAVE et al., 2018). Das Prinzip der RT-gPCR beruht auf
der reversen Transkription (RT), der Herstellung von zur miRNA komplementéren
DNA (cDNA), die anschlieBend im Rahmen einer quantitativen Echtzeit-PCR
(gPCR) vervielfaltigt wird. Die Menge der vervielfaltigten PCR-Produkte wird
dann unter Verwendung eines DNA-interkalierenden Farbstoffes mittels
Fluoreszenz-Messung bestimmt. Bei der reversen Transkription mit einem
Universalprimer werden zunéchst alle miRNAs durch das Enzym Poly(A)-
Polymerase an ihrem 3°‘-Ende mit einem Poly(A)-Schwanz versehen. Als
Universalprimer wird dann ein zum Poly(A)-Schwanz komplementéres Oligo-dT-
Nukleotid verwendet, das an seinem 5°-Ende eine Bindungssequenz fur den
unspezifischen Rickwértsprimer der gPCR enthdlt (DAVE et al., 2018;
SALIMINEJAD et al., 2019). Wenn der RT-Primer an die polyadenylierte miRNA
bindet, kann folgend die cDNA mittels reverser Transkription synthetisiert werden.
Fur die Amplifikation jeder einzelnen miRNA wird anschliefend in der gPCR ein
universaler Ruckwartsprimer und ein  miRNA-spezifischer Vorwartsprimer
verwendet (SALIMINEJAD et al, 2019). Aufgrund dieser spezifischen

Vorwartsprimer werden nur die gesuchten miRNAs amplifiziert und detektiert.
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Als Ausgangsmaterial fiir eine miRNA-Expressionsanalyse sind nicht nur frische
oder tiefgefrorene, sondern auch Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete (FFPE)
Proben geeignet (SIEBOLTS et al., 2009). Solche archivierten Proben waren bisher
flr die Extraktion und Analyse groRerer Nukleinsauren ungeeignet, da aufgrund der
Fixation in Formalin ein Abbau der Molekiile und eine chemische Modifikation
stattfindet (SRINIVASAN et al., 2002). Die Qualitdt von miRNAs scheint im
Vergleich zu der von RNA- oder DNA-Molekiilen weniger unter dem Einfluss des
Formaldehyds zu leiden, was vermutlich an ihrer geringen Groéf3e liegt (LIU und
XU, 2011). Einige Studien fiihrten eine vergleichende miRNA-Expressionsanalyse
aus gefrorenen Proben und FFPE-Proben durch und konnten eine gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse feststellen (LI et al., 2007; GLUD et al., 2009;
LIU und XU, 2011). Da FFPE-Gewebeproben in groRen Mengen zusammen mit
Patientendaten, Krankengeschichte und medizinischer Aufarbeitung archiviert
sind, stellt die retrospektive Durchfiihrung von miRNA-Expressionsanalysen eine
wertvolle Moglichkeit dar, den aktuellen Wissensstand zu erweitern (LIU und XU,
2011). Bei der Verwendung von FFPE-Proben muss bedacht werden, dass eine
lange Lagerungszeit, vermutlich durch die Aussetzung an der Luft, die Verwendung
von ungepuffertem Formalin und die Zugabe von Glutaraldehyd die Qualitat von
miRNAs beeintrachtigen konnen (SIEBOLTS et al., 2009; RENTOFT et al., 2011).

1.4. Rolle in der Medizin

Uber 60 % der Protein-kodierenden Gene des Menschen weisen Bindungsstellen
fir miRNAs auf und es wird angenommen, dass die Mehrheit aller Protein-
kodierenden Transkripte einer miRNA-mediierten Regulation unterliegen
(FRIEDMAN et al., 2009; HA und KIM, 2014). Dadurch sind miRNAs vermutlich
in nahezu alle Entwicklungsprozesse und pathologische Vorgange bei Saugetieren
involviert (HA und KIM, 2014). Abweichende miRNA-Expressionsmuster konnten
bei vielen Krankheiten und Entwicklungsstérungen gefunden werden, was
miRNAS zu interessanten Untersuchungsobjekten medizinischer Forschung macht
(SALIMINEJAD et al., 2019). Sie kénnen nicht nur ein verbessertes Verstandnis
der Krankheitszustdnde und deren Pathogenese ermdglichen, sondern auch als
diagnostische Marker oder Ansatzpunkte neuer therapeutischer Methoden dienen
(SALIMINEJAD et al., 2019).
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1.4.1. Humane miRNAs

In einer Studie wurde gezeigt, dass etwa 17 % der miRNAs und miRNA-Familien
uberwiegend von einem bestimmten Gewebetyp exprimiert wurden, was bedeutet,
dass eine gewisse Gewebsspezifitait vorliegt (LUDWIG et al., 2016).
Beispielsweise wird miR-122 spezifisch in der Leber, miR-9 und miR-124 im
Gehirn, miR-205-5p in der Haut und miR-192-5p im Colon exprimiert
(LANDGRAF et al., 2007; LUDWIG et al., 2016). Da miRNAs, wie bereits
erwahnt, nicht nur in verschiedensten Geweben, sondern auch stabil im Blut und
anderen Korperflissigkeiten wie Speichel, Urin und Zerebrospinalflussigkeit
vorkommen, bringen sie viele Eigenschaften eines potentiellen Biomarkers zu
diagnostischen oder prognostischen Zwecken mit (KROH et al., 2010; LV et al.,
2014; MOMEN-HERAVI et al., 2014; GAITERO et al., 2016; DAVE et al., 2018;
SALIMINEJAD et al., 2019).

Eine Dysregulation von miRNAs wurde in vielen Krankheiten nachgewiesen.
Hierzu zdhlen unter anderem Autoimmunkrankheiten, viele verschiedene
Krebserkrankungen, Diabetes, kardiovaskuldre Erkrankungen und solche des
Nervensystems (DI MARCO et al., 2018; ENRIGHT et al., 2018; WANG et al.,
2018; GHASABI et al., 2019; SALIMINEJAD et al., 2019).

Verschiedene miRNAs, unter anderem miR-155 und miR-21, zeigten eine
abnormale Expression in Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis,
autoimmunh&molytischer Andmie, Immunthrombozytopenie oder systemischem
Lupus erythematodes (DI MARCO et al., 2018).

Eine Uberschneidung der involvierten miRNAs wurde fir maligne
Bluterkrankungen, wie chronisch lymphatische Leukamie, akute myeloische
Leukamie und Non-Hodgkin-Lymphome gefunden. Eine Assoziation von Uber-
oder Unterexpression verschiedener miRNAs und der Prognose oder der
Entwicklung einer Arzneimittelresistenz konnte bei einigen Blutkrebserkrankungen
nachgewiesen werden (DI MARCO et al., 2018). Eine Dysregulation der miRNA-
Expression korreliert mit unterschiedlichen Tumorarten durch ihre Beteiligung in
der Regulation der Expression von Tumorsuppressorgenen oder Onkogenen
(MISHRA et al., 2016). Durch eine erniedrigte Expression von bestimmten
miRNAs kann es zu einer erhohten Expression von Onkogenen kommen, genau wie
eine gesteigerte Expression anderer miRNAs zu einer Unterdriickung von

Tumorsuppressorgenen fiihren kann. Zu den miRNAs mit nachgewiesener
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Funktion als Tumorsuppressor gehdren miR-15, miR-16, die miR-34 Familie, miR-
142, miR-206 und let-7, wohingegen der miR-17-92-Cluster, miR-21 und miR-155
zu den onkogenen miRNAs gehoren (MISHRA et al., 2016). Eine abweichende
miRNA-Expression ist unter anderem bei Prostatakrebs, Brustkrebs, Dick- und
Enddarmkrebs sowie Lungenkrebs nachweisbar. AuBerdem zeigten sich einige
zirkulierende miRNAs in Korperfllssigkeiten als potentiell niitzliche Biomarker fur
Tumorerkrankungen (KOSAKA et al., 2010; CHAKRABORTY und DAS, 2016;
MISHRA et al., 2016).

In metabolischen Erkrankungen wie Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 1
und Typ 2 sind miRNAs ebenfalls involviert (TIWARI et al., 2018). Durch ihren
Einfluss auf Uberleben, Differenzierung und Apoptose der pankreatischen B-Zellen
sowie ihrer Rolle in der Insulinsynthese und -sekretion tragen miRNAs zur
Pathogenese bei. Abweichungen der miRNA-Expression kdnnen moglicherweise
frihe Marker fur ein veréndertes Gleichgewicht des Glukosemetabolismus
darstellen (TIWARI et al., 2018).

Im Hinblick auf kardiovaskulére Erkrankungen wurden viele miRNAs identifiziert,
die das Potential haben, als Biomarker fir koronare Herzkrankheiten,
Myokardinfarkt oder Herzversagen zu dienen (BRONZE-DA-ROCHA, 2014). Als
Angriffspunkt der miRNAs dienen nicht nur Kardiomyozyten, sondern auch
Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Fibroblasten, wodurch miRNAs eine Rolle
in vielen pathologischen Vorgdngen des Herzens, wie beispielsweise einer
Hypertrophie, einer Fibrose und auch bei Arrhythmien zugeschrieben wird (WANG
et al., 2016; WOJCIECHOWSKA et al., 2017). Bei Patienten mit Koronar-
herzerkrankungen gehort miR-122-5p zu den am hdufigsten hochregulierten
miRNAs, und es wurde ein Zusammenhang zwischen einer hohen Expression und
dem Schweregrad der Erkrankung festgestellt (GAO et al., 2012; WANG et al.,
2018). Bei miR-122-5p handelt es sich um eine miRNA, die eng mit dem
Lipidstoffwechsel assoziiert und somit an der Pathophysiologie einer
Atherosklerose beteiligt ist (WANG et al., 2018). MiR-122 gehdrt damit, neben
einigen anderen miRNAs, auch zu potentiellen Biomarkern bei Patienten mit
Schlaganfall (EYILETEN et al., 2018).

Neben dem Schlaganfall gehort auch die Alzheimer-Krankheit zu den
neurodegenerativen Erkrankungen, bei denen miRNAs eine Rolle spielen
(MARTINEZ und PEPLOW, 2019). Anhand des Nachweises verschiedener
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miRNA-Sets im Blut von Menschen konnte mit hoher Sensitivitat und Spezifitat
zwischen Patienten mit Alzheimer-Krankheit und altersentsprechenden kognitiv
gesunden Kontrollen differenziert werden (MARTINEZ und PEPLOW, 2019).
AuRerdem war eine Differenzierung zwischen Menschen mit einer leichten
kognitiven Stoérung, einer mdoglichen Vorstufe der Alzheimer-Krankheit, und
gesunden Kontrollpersonen anhand von miRNA-Sets moéglich. Mithilfe von miR-
411 als Biomarker konnte weiterhin gut zwischen einer leichten kognitiven Stérung
und verschiedenen Schweregraden der Alzheimer-Krankheit unterschieden
werden. Da alle bisher verfligbaren Biomarker mit hohen Kosten einhergehen,
invasiv und/oder schwierig in der Durchfiihrung und Interpretation sind, stellen
miRNAs eine attraktive Alternative dar (MARTINEZ und PEPLOW, 2019).
Vorlaufige Ergebnisse von Studien Uber miRNA-Expression im Blut bei
Epilepsiepatienten sprechen auch bei dieser Erkrankung fur ein mégliches Potential
von miRNAs als Biomarker (ENRIGHT et al., 2018). Einige im Gehirn exprimierte
miRNAs wurden auch im Blut nachgewiesen. Der Spiegel dieser miRNAs im Blut
von Patienten mit Epilepsie war im Vergleich zu gesunden Kontrollen verandert.
Nicht nur generalisierte, sondern auch fokale Krampfgeschehen waren mit einem
veranderten miRNA-Profil verbunden, und es wurde eine Assoziation zwischen
Verénderungen des miRNA-Profils und dem Schweregrad eines Krampf-
geschehens berichtet. Méglicherweise ist eine Differenzierung anhand des miRNA-
Profils zwischen Arzneimittel-responsiver und -resistenter Epilepsie mdglich
(ENRIGHT et al., 2018).

Es wird angenommen, dass miRNAs in viele Prozesse der Haut, wie
Pigmentierungsstérungen, Hautalterung, Schadigung durch UV-Strahlung und
Erkrankungen wie Akne, Psoriasis und atopische Dermatitis, involviert sind
(LAWRENCE und CECCOLLI, 2017). In Psoriasis konnte ein spezifisches miRNA-
Expressionsprofil im Vergleich zu gesunder Haut sowie im Vergleich zu atopischer
Dermatitis gefunden werden (SONKOLY et al., 2007). Des Weiteren wurden
unterschiedliche Expressionsmuster zwischen Mycosis fungoides im Frihstadium
und atopischer Dermatitis sowie zwischen Mycosis fungoides im Frihstadium und
weiter fortgeschrittenem kutanem T-Zell-Lymphom nachgewiesen (RALFKIAER
etal., 2014).

Die Liste der genannten Krankheiten und die mogliche Rolle von miRNAs in ihrer
Pathogenese stellt lediglich eine exemplarische Ubersicht dar. Es liegen viele
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weitere Erkenntnisse zu diesem Thema vor, die aufgrund des grofRen Ausmales in

dieser Arbeit keine Erwahnung finden.

1.4.2. Canine miRNAs
Ebenso wie beim Menschen, konnte auch bei Hunden in vielen Erkrankungen eine

abweichende Expression von miRNAs festgestellt werden.

Viele Studien aus dem Bereich der Onkologie untersuchten miRNA-Expressionen
in multiplen Tumorarten wie unter anderem dem Lymphom, dem Ubergangszell-
karzinom der Harnblase, dem Osteosarkom, dem Hamangiosarkom und Mamma-
tumoren (SAHABI et al., 2018). In spontan aufgetretenen priméren Osteosarkomen
von Hunden wurde ein spezifisches miRNA-Profil gefunden, zu dem unter anderem
eine gesteigerte Expression von miR-9 gehort (FENGER et al., 2016). Eine
Uberexpression von miR-9 scheint einen Einfluss auf Osteoblasten und
Osteosarkom-Zelllinien zu haben, indem es einen metastatischen Ph&notyp mit
gesteigerter Fahigkeit zu Invasion und Migration der Zellen férdert (FENGER et
al., 2016). Zirkulierende miR-126- und miR-214-Spiegel kdnnten beim Osteo-
sarkom des Hundes als prognostische Indikatoren der Dauer des tumorfreien
Uberlebens, als auch des allgemeinen Uberlebens nach Amputation und adjuvanter
Chemotherapie geeignet sein (HEISHIMA et al., 2019). Bei einem Vergleich der
miRNA-Expression in Milzen von Hunden mit Hamangiosarkom, nodulérer
Hyperplasie und gesunden Hunden konnten 22 unterschiedlich exprimierte
miRNAs gefunden werden (GRIMES et al., 2016). Vier davon wurden zwischen
Hémangiosarkom und noduldrer Hyperplasie, die restlichen 18 zwischen
Héamangiosarkom und normaler Milz festgestellt. Die dysregulierten miRNASs sind
in Prozesse der Angiogenese, vaskuldre Erkrankungen und Tumorsignalwege
involviert, was bedeutet, dass ihre Dysregulation eine Rolle in der Pathogenese des
Héamangiosarkoms des Hundes spielen kann (GRIMES et al., 2016). Die erste
Studie, die miRNAs aus dem Urin von Hunden untersuchte, stellte fest, dass die
Expression von miR-16- und miR-103b im Urin moglicherweise als Biomarker zur
Unterscheidung eines Ubergangszellkarzinoms von einer anderen Erkrankung der
unteren Harnwege dienen kann, wohingegen keine Unterscheidung anhand der
untersuchten miRNAs im Blut zwischen den Gruppen moéglich war (KENT et al.,
2017). Bei caninen Mammatumoren wurde eine unterschiedliche miRNA-
Expression in Abhéngigkeit des Tumortyps, des Malignitatsgrades und der
Metastasierung festgestellt, wobei der Unterschied der Expression zwischen nicht-
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metastasierten und metastasierten Tumoren am groRten war. MiRNAS scheinen
also in der Regulation der Metastasierung dieser Tumoren involviert zu sein, und
konnen folglich moglicherweise als molekulare Marker einer Tumorstreuung
dienen (BULKOWSKA et al., 2017).

Im Hinblick auf kardiologische Erkrankungen des Hundes wurde insbesondere die
miRNA-Expression bei Mitralklappenendokardiose untersucht (HULANICKA et
al., 2014; LI et al.,, 2015; JUNG und BOHAN, 2018). Eine unterschiedliche
Expression zirkulierender miRNAs im Blut wurde nicht nur zwischen Hunden im
kongestiven Herzversagen und gesunden Hunden, sondern auch zwischen Hunden
unterschiedlicher Stadien der Mitralklappenendokardiose festgestellt. Das Ausmal
des Expressionsunterschieds scheint mit dem Schweregrad der Erkrankung
zuzunehmen (HULANICKA et al., 2014; LI et al., 2015; JUNG und BOHAN,
2018). Eine Studie untersuchte die zirkulierende miRNA-Expression im Blut von
Doberméannern mit dilatativer Kardiomyopathie im Vergleich zu gesunden Hunden,
allerdings konnte kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden
(STEUDEMANN et al., 2013).

Anhnlich wie beim Menschen kann auch bei Hunden miR-122 als sensitiver und
spezifischer Biomarker im Blut zur Detektion von Leberzellschadigung dienen
(DIRKSEN etal., 2016b; EMAN et al., 2018; OOSTHUYZEN et al., 2018; SAKAI
et al., 2019). In zwei Studien wurde eine Uberlegenheit von miR-122 im Blut als
Biomarker gegenuber der Messung von Aminotransferasen nachgewiesen
(DIRKSEN et al., 2016b; EMAN et al., 2018). Somit stellt miR-122 auch einen
vielversprechenden Biomarker fir die frihe Detektion einer subklinischen
Hepatitis bei Hunden dar (DIRKSEN et al., 2016b). Neben miR-122 sind auch
weitere miRNAs bei der Untersuchung von Lebererkrankungen von Interesse. So
konnte in einer Studie beispielsweise ein Set von funf miRNAs (miR-21, -122, -
126, -200c, -222) identifiziert werden, das eine Unterscheidung zwischen
Erkrankungen des Leberparenchyms, des Gallensystems oder neoplastischen
Lebererkrankungen ermdglicht (DIRKSEN et al., 2016a). Eine andere Studie
zeigte, dass die Konzentration von zirkulierender miR-122 und miR-29a positiv mit
dem Grad einer Hepatitis und dem Stadium der Fibrosierung korrelierten. Somit
konnen die beiden miRNAs maoglicherweise zur Therapietberwachung oder
Feststellung einer Progression bei Hunden mit chronischer Hepatitis dienen
(SAKAl et al., 2019).
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Bei Hunden mit Meningoenzephalomyelitis unbekannter Ursache konnten in der
Zerebrospinalflissigkeit erhdhte Expressionslevel von miR-21 und miR-181c im
Vergleich zu Hunden mit nicht-entziindlicher neurologischer Erkrankung
nachgewiesen werden. Auflerdem Kkorrelierte die Zellularitdt positiv mit der
Expression von miRNAs, insbesondere miR-21 (GAITERO et al.,, 2016).
Widersprichliche Ergebnisse wurden in einer anderen Studie veroffentlicht, bei der
weder eine Verbindung zwischen miRNA-Expression und Zellularitat der
Zerebrospinalflissigkeit, noch mit deren Proteingehalt festgestellt wurde
(MARIONI-HENRY et al., 2018). Ein weiteres Ergebnis der zuletzt genannten
Studie war eine signifikant hthere Expression von miR-10b-5p bei neoplastischer
Ursache der neurologischen Symptome, im Vergleich zu entzlndlichen oder
degenerativen Ursachen.

Nach bestem Wissen der Autorin existieren zurzeit keine verdffentlichten Studien
uber miRNA-Expressionen bei Hunden mit Dermatitis.

1.4.3. MicroRNAs in allergischer Dermatitis

Ein gesundes Immunsystem entdeckt und eliminiert Pathogene sehr effizient. Eine
uberschielende und unangemessene Reaktion auf Pathogene, Toxine, Allergene
und andere irritierende Substanzen kann jedoch eine unverhéltnismaRig starke
Entzindung mit einhergehendem Gewebeschaden, Autoimmunitat und
allergischen Erkrankungen hervorrufen (MEDZHITOV, 2010; RENZ et al., 2011).
Eine allergische Dermatitis zeichnet sich durch eine starke allergeninduzierte
Immunantwort des Th2-Typs aus (VAN DER HEIJDEN et al., 1991). Diese wird
weiterhin durch die Produktion von TSLP (Thymic stromal lymphopoietin), I1L-33
und IL-25 durch die Keratinozyten verstarkt (LEUNG et al., 2004; SALIMI et al.,
2013; JANG et al., 2017). Die chronische Phase der allergischen Entziindung wird
von einer komplexen Mischung an Faktoren dominiert, die nicht nur Th2-typische
Zytokine, sondern auch IFN-y, IL-17 und IL-22 beinhaltet (KLUNKER et al., 2003;
EYERICH et al., 2009; AKDIS et al., 2012; REBANE et al., 2012). Zusatzlich zu
Th2-, Thl- und Th22-Zellen tragen auch weitere Zelltypen zur allergischen
Entziindung bei. Hierzu gehoren die regulatorischen T-Zellen, CD (Cluster of
differentiation) 8 positive T-Zellen und Immunzellen des angeborenen
Immunsystems. Beispielhaft zu nennen sind die natirlichen Killerzellen,

eosinophilen Granulozyten, Mastzellen, neutrophilen und basophilen Granulozyten
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sowie Makrophagen (DENIZ et al., 2013; LICONA-LIMON et al., 2013; NADIF
etal., 2013; SALIMI et al., 2013).

Rebane und Akdis stellen die Hypothese auf, dass es drei Mechanismen gibt, durch
die miRNAs Einfluss auf eine allergische Entziindung in Geweben nehmen kdnnen.
Erstens konnen miRNAs die Polarisierung von Th2-Zellen beeinflussen. Zweitens
spielen miRNAs eine Rolle bei der Entwicklung und den Funktionen von CD8+ T-
Zellen und Zellen des angeborenen Immunsystems, die sich im entziindeten
Gewebe befinden oder dorthin rekrutiert wurden. Drittens haben miRNAs Einfluss
auf eine chronische Entziindung durch ihre Wirkung in Epithelzellen (REBANE
und AKDIS, 2014).

Viele Studien haben den Einfluss von miRNAs auf angeborene und erworbene
Immunantworten gezeigt. Zu den meist studierten mMiRNAs in diesem
Zusammenhang gehdren miR-21, miR-146a und miR-155 (REBANE und AKDIS,
2014). Uber den Einfluss von miRNAs, speziell bei allergischen Dermatitiden, ist
das Wissen begrenzt (ROZALSKI et al., 2016).

In einer Studie von Sonkoly et al. wurde die miRNA-Expression aus lasionaler Haut
von Patienten mit Psoriasis, atopischer Dermatitis und gesunden Kontrollpersonen
untersucht und verglichen. Das Expressionsprofil der atopischen Haut zeigte eine
erhohte Expression von let-7i, miR-24, mir-27a, miR-29a, miR-193a, miR-199a
und miR-222. Sowohl bei Psoriasis als auch bei atopischer Dermatitis waren miR-
17-5p, miR-20a, miR-21, miR-106p und miR-146a tberexprimiert. MiR-21 konnte
in Keratinozyten und Immunzellen nachgewiesen werden, wohingegen miR-146a
nur von Immunzellen, insbesondere CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen,
dendritischen Zellen (DC) und Mastzellen exprimiert wurde (SONKOLY et al.,
2007). Der Zusammenhang zwischen miR-146a und einer Immunantwort wurde
bereits von Taganov et al. untersucht. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass miR-
146a eine Rolle bei Toll-like-Rezeptor (TLR)- und Zytokin-Signalwegen spielt,
indem durch die Suppression von IRAK1 (IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase 1) und
TRAF6 (TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6) ein negativer Ruckkoppelungs-
mechanismus entsteht. MiR-146a stellt somit einen negativen Regulator dar, der
bei der Feinabstimmung der Immunantwort helfen kann (TAGANOV et al., 2006).
Spéter wurde die Rolle von miR-146a bei allergischer Dermatitis erneut untersucht
und ihre essentielle regulatorische Funktion in der Haut demonstriert (REBANE et

al., 2014). MiR-146a war in den Keratinozyten und der Haut von Menschen mit
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atopischer Dermatitis hochreguliert und hatte einen hemmenden Effekt auf die
Expression von entziindungsfordernden Faktoren, wie beispielsweise den durch
IFN-y-induzierten Genen fir C-C-Chemokin-Ligand (CCL) 5, CCL8 und Ubiquitin
D. Die durch miR-146a vermittelte Regulation entsteht durch direkten Einfluss auf
IRAK1, CARD10 (Caspase recruitment domain-containing protein 10) und CCL5
in Keratinozyten. Die gesteigerte Expression wahrend einer Dermatitis hilft dabei,
die chronisch entziindlichen Prozesse, die durch IFN-y und eine Aktivierung des
NF-kB-Signalwegs ausgelost werden, zu kontrollieren. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass miR-146a durch den Einfluss auf aktivierende Elemente des
epidermalen NF-kB-Signalweges, wie CARD10 und IRAK1, eine entziindungs-
hemmende Funktion in der Haut besitzt. Weiterhin werden die durch IFN-y
induzierbaren, mit atopischer Dermatitis in Verbindung stehenden Gene fiir CCL5,
CCL8 und UBD supprimiert (REBANE et al., 2014). Im selben Jahr beschrieben
Meisgen et al. ebenfalls die Rolle von miR-146a in der Immunantwort von
Keratinozyten. Auf eine Stimulation von Keratinozyten tber den Toll-like-
Rezeptor 2 folgt eine NF-kB-bedingte gesteigerte Expression von miR-146a. Diese
wiederum fiihrt durch Bindung von miR-146a an IRAK1 und TRAF6 zur
Suppression von NF-kB und der damit einhergehenden Produktion von IL-8,
CCL20 und Tumornekrosefaktor (TNF)-a. (MEISGEN et al., 2014). Die Ergebnisse
bestatigen das Vorliegen einer negativen Rickkoppelung. Auch in nicht-
stimulierten Keratinozyten, die sich in Homoostase befinden, spielt miR-146a eine
wichtige Rolle. Wird der ohnehin niedrige endogene miR-146a-Spiegel in ruhenden
Keratinozyten experimentell weiter erniedrigt, l&sst sich ein Anstieg von
Entzindungsmediatoren wie IL-8, CCL20 und TNF-a beobachten. Diese
Erkenntnisse lassen vermuten, dass miR-146a dazu beitréagt, eine unangebrachte
Aktivierung von Keratinozyten zu verhindern (MEISGEN et al., 2014). Die
Tatsache, dass trotz erhdhter Expression von miR-146a bei Krankheiten wie der
atopischen Dermatitis oder Psoriasis eine chronische Entziindung vorliegt, spricht
dafiir, dass miR-146a alleine nicht ausreicht, um die Treiber der Entziindungs-
reaktion zu unterdriicken (SRIVASTAVA et al., 2017). Eine gesteigerte Expression
von miR-146a in Keratinozyten reduziert zusatzlich die chemotaktische Anlockung
von neutrophilen Granulozyten (MEISGEN et al., 2014; SRIVASTAVA et al.,
2017).
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In einer weiteren Studie zur Rolle von miRNAs in der Pathogenese der atopischen
Dermatitis wurde die Expression in lasionaler und gesunder Haut verglichen. Eine
erhdhte Expression in der entziindeten Haut wurde fiir miR-31, miR-135b, miR-
142-3p, miR-142-5p, miR-155, miR-187, miR-223, miR362, miR-487 und miR-
501b nachgewiesen. MiR-155 wurde mit am héchsten tberexprimiert, vorwiegend
von infiltrierenden Immunzellen, insbesondere CD4+ T-Zellen. Vermutlich spielt
miR-155 eine Rolle in grundlegenden biologischen Prozessen von T-Helferzellen,
da die Expression zum Zeitpunkt von T-Zell-Differenzierung und -Aktivierung
unter Thl- sowie unter Th2-dominierten Bedingungen am héchsten war. Als direkte
Zielstruktur wurde CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4), ein
negativer Regulator der T-Zell-Aktivierung, identifiziert. Eine Uberexpression von
miR-155 und die damit einhergehende Suppression von CTLA-4 kdnnte durch die
Proliferation von Th-Zellen zur chronischen Entziindung beitragen (SONKOLY et
al., 2010).

Eine weitere Forschungsgruppe untersuchte den moglichen Einfluss von miR-155
auf die Pathogenese der atopischen Dermatitis. Neben der Expression von miR-155
in gesunder und atopischer Haut wurde ein besonderes Augenmerk auf ihre
regulatorischen Fahigkeiten in Bezug auf die Differenzierung und Funktion von
Th17-Zellen, und die Expression von SOCS1 (Suppressor of Cytokine Signaling-
1) gelegt (MA et al., 2015). Th17-Zellen sind IL-17-produzierende CD4+ T-
Helferzellen, die eine wichtige Rolle in der Regulation des Immunsystems spielen
und in entziindliche Erkrankungen, wie beispielsweise die atopische Dermatitis,
involviert sind. Das Interesse an der Wirkung von miR-155 auf die Expression von
SOCSL1 rihrt daher, dass SOCSL1 als direkte Zielstruktur fur miR-155 identifiziert
wurde, und es sich hierbei um einen negativen Regulator des Janus Kinase/Signal
Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT)-Signalwegs handelt.
Durch diese Kaskade wird die Aktivierung, Entwicklung, und Differenzierung von
T-Lymphozyten reguliert. Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass miR-155 stark in
der Haut und in peripheren CD4+ T-Zellen von Atopikern exprimiert wurde. Es
konnte eine moderate Korrelation zwischen der Héhe der miR-155-Expression und
dem Schweregrad der Erkrankung nachgewiesen werden. Die erhohte Expression
von miR-155 fihrte zu einem erhodhten prozentualen Anteil an Th17-Zellen und
einer damit einhergehenden erhéhten Produktion von IL-17. Die Expression von

SOCS1 war in Haut, Plasma und peripheren CD4+ T-Zellen der atopischen
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Patienten erniedrigt, und es lag ein negativer Zusammenhang zwischen der Héhe
der miR-155-Expression und der Hohe der SOCS1-Expression vor.
Zusammenfassend schlussfolgern Ma et al., dass es sich bei miR-155 um eine
regulatorische Micro-RNA handelt, die die Differenzierung und Funktion von
Th17-Zellen durch die Inhibition von SOCS1 bei atopischer Dermatitis fordert. Sie
benennen miR-155 als potentiellen therapeutischen Angriffspunkt fur atopische
Dermatitis (MA et al., 2015).

In 2012 wurde die miRNA-Expression in allergischer Kontaktdermatitis zwischen
l&sionaler und nicht-lasionaler Haut beim Menschen untersucht. Zudem wurden die
Ergebnisse vom Menschen mit denen aus einem Mausmodell fiir allergische
Kontaktdermatitis verglichen. Bei Menschen, die allergisch auf Diphenyl-
cyclopropenone waren, wurde in der lasionalen Haut unter anderem eine starke
Hochregulation von miR-21, miR-142-3p, miR-142-5p und miR-223 nach-
gewiesen. Von insgesamt elf exprimierten miRNAs wurden Orthologe in
sensibilisierten Mausen gefunden, von denen wiederum neun in gleicher Weise
Uber- oder unterexprimiert wurden. Bei den oben genannten vier am hdchsten
uberexprimierten miRNAs wurde ein Zusammenhang mit T-Zellen und T-
Zellaktivierung nachgewiesen. Die Ergebnisse passen zu der Erkenntnis, dass es
sich bei der allergischen Kontaktdermatitis um eine T-Zell-mediierte
Hauterkrankung handelt (WANG et al., 2000; VENNEGAARD et al., 2012).

Im Vergleich zu Vennegaard et al., die lediglich die Expression 48 Stunden nach
Provokation mit Diphenylcyclopropenone untersucht haben, erfolgte bei Gulati et
al. eine miRNA-Expressionsanalyse aus der Haut von sensibilisierten Menschen an
Tag 3, Tag 14 und Tag 120 nach Provokation. Verglichen mit den Placebo-
behandelten Hautproben ergaben sich 127 signifikant unterschiedlich regulierte
miRNAs an Tag 3, 43 miRNAs an Tag 14 und sechs miRNAs an Tag 120. An Tag
3 gehdrten miR-7-1, miR-7-2, miR-7-3, miR-21*, miR-142-3p, miR-142-5p, miR-
150, miR-150*, miR-223 und miR- 503 zu den zehn am hdchsten unterschiedlich
exprimierten miRNAs. An Tag 14 zdhlten miR-21, miR-21*, miR-142-3p, miR-
142-5p, miR-146*, miR-146b, miR-155, miR-223, miR-369 und miR-1185-1-3p
zu den hdchsten zehn Werten. Die an Tag 120 hoch regulierten miRNAs waren
miR-17, miR-136-5p, miR-140-5p, miR-193a-3p, miR-376c und miR-377. Einige
der Ergebnisse bestédtigen die Ergebnisse anderer Studien zur Beteiligung von
miRNAs bei allergischen Hauterkrankungen, es bleiben jedoch auch einige
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miRNAs, Uber die bisher keine Berichte im Zusammenhang mit der Hautbiologie

und -immunologie vorliegen (GULATI et al., 2015).

In einer Studie von Zeng et al. wurde der Einfluss von miR-143 auf den durch IL-
13 hervorgerufenen Effekt auf die epidermale Hautbarriere untersucht (ZENG et
al., 2016). IL-13 ist in lasionaler atopischer Haut deutlich iberexprimiert und sorgt
flr eine erniedrigte Expression von Proteinen der epidermalen Hautbarriere wie
Filaggrin, Involucrin und Loricrin. Die Th2-Zell-dominierte Entziindung in
Keratinozyten tragt somit zur Dysfunktion der Hautbarriere bei Patienten mit
atopischer Dermatitis bei (HOWELL et al., 2007; KIM et al., 2008; PELLERIN et
al., 2013). Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass mit IL-13 behandelte humane
Keratinozyten eine erniedrigte miR-143-Expression aufweisen. Bei Transfektion
der IL-13-stimulierten Keratinozyten mit synthetischem miR-143 wurde wiederum
eine Suppression der Proteinexpression von IL-13-Rezeptor-al beobachtet. Diese
Suppression wird durch direktes Binden von miR-143 an IL-13-Ral-mRNA
bedingt. Als Effekt der forcierten Expression von miR-143 wurde eine verstarkte
Synthese von Filaggrin, Involucrin und Loricrin nachgewiesen. Die Autoren
vermuten, dass miR-143 in Zukunft als Angriffspunkt fir Pravention und Therapie
der atopischen Dermatitis dienen kann (ZENG et al., 2016).

Bei einem Vergleich der Expression von miR-124 zwischen lasionaler Haut mit
atopischem Ekzem und normaler, nicht-lasionaler Haut beim Menschen, wiesen
Yang et al. eine deutlich verminderte Expression von miR-124 in lasionaler Haut
nach (YANG et al., 2017). Die mRNA von inflammatorischen Genen und Faktoren
wie p65, IL-8, CCL5 und CCL8 hingegen, war in den chronisch entziindeten
Hautproben tberexprimiert. Es wurde eine inverse Korrelation zwischen miR-124-
Expression und mRNA-Expression von p65, I1L-8, CCL5 und CCLS8 gezeigt. In
IFN-y- und TNF-a-stimulierten Keratinozyten stiegen die Expressionslevel von IL-
8, CCL5 und CCLS8 an, was eine Herunterregulation von miR-124 zur Folge hatte.
Eine Uberexpression von miR-124 wiederum fiihrte zu einer Unterdriickung der
Expression von p65 und vielen damit einhergehenden proinflammatorischen
Faktoren, wie beispielsweise IL-8, CCL5 und CCLS8. Die Studie belegt, dass miR-
124 Einfluss auf die NF-kB-abhangigen Entzlindungsreaktionen in Keratinozyten
und chronisch entziindeter Haut bei atopischem Ekzem hat. Eine Aufrechterhaltung
der miR-124-Expression kann zukiinftig einen Baustein in der Therapie des
atopischen Ekzems darstellen (YANG et al., 2017).
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MicroRNAs konnen nicht nur aus Gewebeproben oder Zellkulturen gewonnen und
untersucht werden, sondern auch aus Korperfliissigkeiten wie Serum, Plasma, Urin
oder auch Tréanenflussigkeit. Aufgrund der geringen Invasivitat der Proben-
entnahme kdnnen krankheitsspezifische Dysregulationen der miRNA-Expression

in Korperfllssigkeiten attraktive Biomarker darstellen (CHEN et al., 2008).

Eine Studie verglich die miRNA-Expression in Serum und Urin von Kindern mit
atopischer Dermatitis mit derjenigen von gesunden Kindern (LV et al., 2014). Die
Ergebnisse zeigten eine statistisch signifikante Uberexpression von miR-203 und
miR-483-5p im Serum von atopischen Kindern. Die hohe Expression von miR-483-
5p korrelierte mit dem Vorhandensein anderer atopischer Konditionen wie
beispielsweise Rhinitis oder Asthma, und kann auf eine Multi-Organ-,
beziehungsweise -Gewebebeteiligung der atopischen Entziindung hinweisen. MiR-
203 wurde im Urin von Kindern mit atopischer Dermatitis deutlich niedriger
exprimiert als in der Kontrollgruppe. Diese Unterexpression korrelierte negativ mit
hohen IgE-Serumkonzentrationen und dem Schweregrad der Dermatitis, somit
kann eine niedrige miR-203-Expression im Urin einen zusatzlichen Biomarker fir
das Ausmal? der Entzundung bei Kindern mit atopischer Dermatitis darstellen. Die
miRNA-Profile aus Serum und Urin waren unterschiedlich zu denen aus l&sionaler
Haut (LV et al., 2014).

Chen et al. haben eine miRNA-Expressionsanalyse aus dem Plasma von
Erwachsenen mit atopischer Dermatitis durchgefuihrt (CHEN et al., 2018). Die am
hdchsten Uberexprimierte miRNA bei atopischen Patienten im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe war miR-151a. Interleukin-12-Rezeptor 32 (IL12RB2)
wurde als direktes Ziel flir miR-151a errechnet. Als Untereinheit des IL-12-
Rezeptors spielt IL12RB2 eine wichtige Rolle in der Entwicklung von T-
Helferzellen zugunsten einer Th1-Differenzierung. Eine Uberexpression von miR-
151a in Jurkatzellen bedingte eine Unterdriickung der Expression von Thil-
Zytokinen wie IL-2, IL-12 oder IFN-y. Eine solche Inhibition kann das
Gleichgewicht zwischen Thl- und Th2-Zytokinen in der Haut storen und somit
moglicherweise zur Pathogenese der atopischen Dermatitis beitragen. Die Autoren
vermuten, dass ein erhohter Plasma-miR-151a-Spiegel als nicht-invasiver
Biomarker flr die Diagnose einer atopischen Dermatitis dienen kann (CHEN et al.,
2018).
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1.4.4.  Therapeutisches Potential

Die Erkenntnisse tber die Rolle von miRNAs in der Pathogenese von Krankheiten
hat diese zu attraktiven Werkzeugen und Zielstrukturen neuer Therapieansétze
gemacht (RUPAIMOOLE und SLACK, 2017).

Prinzipiell sind zwei Angriffspunkte einer solchen Therapie denkbar: Einerseits die
Inhibition einer miRNA, beispielsweise durch ,,AntimiRs“, synthetischen
komplementéren anti-miR-Sequenzen, die die miRNA binden, blockieren und so
zu einer gesteigerten Expression der Zielproteine fuhren. Andererseits die
Substitution einer miIRNA in Form von , miRNA-Mimics®“, synthetisch her-
gestellten doppelstrangigen RNA-Molekiilen, die die Ziel-miRNA imitieren sollen,
und somit eine verminderte Exprimierung der Zielproteine erzielen (SCHMIDT,
2014; RUPAIMOOLE und SLACK, 2017).

Die Entwicklung solcher Medikamente auf der Grundlage von Gegenstrang-
Molekdilen bringt einige Schwierigkeiten mit sich. Krankheitsspezifische miRNAs,
deren Biologie und deren Funktion in der Pathogenese einer Krankheit missen
bekannt sein, genau wie die Sequenz dieser Ziel-miRNA, um sie imitieren oder
inhibieren zu kénnen. Da einzel- und doppelstrangige Oligonukleotide nicht mittels
Diffusion in eine Zelle eindringen kénnen und sie zudem sehr anfallig fur einen
RNase-vermittelten Abbau sind, missen sie chemisch modifiziert werden oder
mithilfe eines Vehikels in die Zelle gelangen (SCHMIDT, 2014; RUPAIMOOLE
und SLACK, 2017). Mdgliche Modifikationen zur Verbesserung der Stabilitat sind
beispicelsweise das Hinzufligen einer 2°-O-Methylgruppe oder die Verwendung
eines Nukleotid-Derivats namens ,,Locked Nucleic Acid“ (LNA), bei dem die
Ribosemolekiile in ihrer 3‘-endo-Konformation fixiert werden und somit eine
Basenstapelung und Prdaorganisation des Riickgrats verbessert wird (KOSHKIN et
al., 1998; SCHMIDT, 2014; RUPAIMOOLE und SLACK, 2017). Zu den am
meisten verwendeten Vehikel-Systemen gehdren Liposomen, Dendrimer-
Komplexe und Polymere wie Polyethylenimin. Zentrale Herausforderungen fiir den
Einsatz solcher Vehikel-Systeme im klinischen Bereich sind immunstimulierende
Effekte, eine mdogliche Toxizitat aufgrund von Ladung und der spezifische
Transport in das erkrankte Gewebe (RUPAIMOOLE und SLACK, 2017). Bei
fehlender Gewebsspezifitat konnten die systemisch verabreichten miRNAs von
anderen Geweben aufgenommen werden und zu unerwunschten Wirkungen fiihren
(MISHRA et al., 2016).
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Um die therapeutischen Moglichkeiten, die toxischen Effekte sowie die Effektivitat
des Transports und der Wirkung auf die Zielproteine zu evaluieren, missen neue
Therapieansétze grindlich in vorklinischen Studien getestet werden, bevor sie fiir
klinische Studien zugelassen werden (RUPAIMOOLE und SLACK, 2017). Viele
neue Therapeutika mit unterschiedlichsten Ziel-miRNAs, insbesondere zur
Therapie von Tumoren, aber auch zur Behandlung von Herzerkrankungen, Diabetes
oder Atherosklerose, befinden sich im Stadium der vorklinischen Testphase. In das
Stadium der klinischen Testverfahren haben es bisher einige Wirkstoffe geschafft.
Hierzu gehdren AntimiR-122 zur Behandlung von Hepatitis C, AntimiR-103/107
zum Einsatz bei Patienten mit Typ-2-Diabetes und nichtalkoholischer
Fettlebererkrankung, AntimiR-155 zur Therapie von kutanem T-Zell-Lymphom
und Mycosis fungoides, miR-29-Mimic bei Sklerodermie, miR-16-Mimic bei
Mesotheliomen und nicht-kleinzelligem Lungenkarzinomen sowie miR-34-Mimic
zur Therapie von multiplen soliden Tumoren (RUPAIMOOLE und SLACK, 2017).

In verschiedenen vorklinischen Studien zeigten miR-34-Mimics die Féahigkeit, eine
Hemmung des Tumorwachstums und eine Verlangerung der Uberlebenszeit durch
Einddmmung der metastatischen Ausbreitung in Mausmodellen zu erzielen
(WIGGINS et al., 2010; LIU et al., 2011; TRANG et al., 2011). MRX34 (Mirna
Therapeutics), ein in Liposomen verkapseltes miR-34-Mimic, wurde in einer
multizentrischen Phase-1-Studie bei Menschen mit Tumoren eingesetzt (BEG et al.,
2017). Die Therapie mit MRX34 zeigte bei einzelnen Patienten ein partielles
Tumoransprechen und bei wenigen Patienten eine stabile Erkrankung (BEG et al.,
2015; RUPAIMOOLE und SLACK, 2017). Aufgrund von Immunsystem-
assoziierten Nebenwirkungen mit einhergehenden Todesfallen wurde die Studie
beendet und weitere vorklinische Studien mit dem Augenmerk auf immun-
mediierte Toxizitat sind notwendig (RUPAIMOOLE und SLACK, 2017).

Die weitest fortgeschrittenen klinischen Studien liegen fir AntimiR-122 zur
Therapie des Hepatitis-C-Virus vor. Bei den getesteten Produkten handelt sich zum
einen um einen LNA-modifizierten Gegenstrang-Inhibitor unter dem Namen
Mirvirasen (Santaris Pharma/Hoffmann-La Roche) und zum anderen um eine N-
Acetyl-D-Galaktosamin-konjugierte AntimiR unter dem Namen RG-101 (Regulus
Therapeutics) (RUPAIMOOLE und SLACK, 2017). Bei diesen Therapeutika wird
die naturliche Anreicherung der miRNAs in der Leber als spezifisches Zielorgan

ausgenutzt. Sowohl in vorklinischen Studien, als auch in klinischen Studien konnte
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eine signifikante Reduktion der Viruslast bei behandelten Patienten nachgewiesen
werden (ELMEN et al., 2008b; ELMEN et al., 2008a; JANSSEN et al., 2013).
Nebenwirkungen, wie beispielsweise Kopfschmerzen, waren meist mild und
behandelbar, daher wird eine sichere Anwendbarkeit angenommen (JANSSEN et
al., 2013). Der erfolgreiche Einsatz in Phase-I- und Phase-I1-Studien fuhrte zu
weiteren Phase-11-Studien, die mehr Patienten beinhalten, die Langzeitwirkung und
-vertraglichkeit untersuchen und Kombinationsmoglichkeiten mit anderen
Medikamenten testen sollen (RUPAIMOOLE und SLACK, 2017).

Zur Therapie von Hauterkrankungen ist eine lokale Anwendung miRNA-basierter
Therapeutika vorstellbar, da der Wirkstoff direkt auf das Zielorgan aufgebracht
werden kann und somit ein Verdinnungseffekt oder unerwiinschte Wirkungen in
anderen Geweben, wie sie bei systemischer Verabreichung auftreten konnen,
vermieden werden (LAWRENCE und CECCOLI, 2017). Doch eine lokale
Anwendung bringt die Schwierigkeit mit sich, dass die Wirkstoffe in der Lage sein
missen das Stratum corneum zu penetrieren. Die Herstellung von ultra-
deformierbaren Liposomen, die Verwendung von Zell-penetrierenden Peptiden,
oder chemische Modifikationen der miRNAs an sich konnten eine bessere
Hautpenetration ermdglichen und dieses Problem beheben (LAWRENCE und
CECCOLI, 2017). Es kommen theoretisch viele miRNAs als potentielle
Zielstrukturen fir eine Therapie von Hautkrankheiten wie Psoriasis, atopischer
Dermatitis oder Pigmentierungsstérungen in Frage (LAWRENCE und CECCOLLI,
2017). Ein wirksamer Einsatz von intradermal oder subkutan injizierten miR-146a-
Mimics konnte beispielsweise in Mausmodellen nachgewiesen werden (URGARD
et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2017). So konnten die miR-146a-Mimics in
einem Mausmodell der Psoriasis zu einer Abschwachung der psoriasiformen
Entziindung, einer verminderten epidermalen Proliferation und reduzierter
Infiltration von neutrophilen Granulozyten fiihren (SRIVASTAVA et al., 2017).
Des Weiteren wurde bei M&usen eines Modells fiir reizende Kontaktdermatitis eine
Verbesserung der Ohrschwellung und eine reduzierte Produktion entziindungs-
fordernder Zytokine und Chemokine unter Einfluss von miR-146a-Mimics
nachgewiesen (URGARD et al., 2016). In Zellkultur wurde unter Einsatz von miR-
181b-Mimics eine negative Regulation der Proliferation von humanen epithelialen
Keratinozyten gezeigt, was miR-181b auch zu einer mdglichen Zielstruktur in der
Therapie der Psoriasis macht (FENG et al., 2017).
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Die vielversprechenden Ergebnisse vorklinischer Studien in Kombination mit dem
stetig wachsenden Wissensstand Uber Biologie und Funktion von miRNAs sowie
der Entwicklung neuer Verabreichungssysteme, macht einen klinischen Einsatz
miRNA-basierter Therapeutika in Zukunft wahrscheinlich (RUPAIMOOLE und
SLACK, 2017).

2. Atopische Dermatitis

2.1. Canine atopische Dermatitis

Bei der caninen atopischen Dermatitis handelt es sich um eine allergische
Hautentziindung, die mit Juckreiz einher geht und in der Regel durch die Produktion
von IgE-Antikorpern gegen Umweltantigene vermittelt wird. ES besteht eine
genetische Pradisposition und betroffene Hunde zeigen fur die Krankheit
charakteristische klinische Anzeichen (HALLIWELL, 2006). Folgend wird ein
Uberblick Uber Inzidenz und Pravalenz, Pathogenese, klinische Anzeichen,

Diagnosestellung und Therapie der cAD gegeben.

2.1.1. Inzidenz und Pravalenz

Die wahre Inzidenz und Pravalenz von AD in der gesamten Hundepopulation ist
unbekannt. Die Prévalenz wurde auf bis zu 15 % geschéatzt, jedoch bergen
epidemiologische Studien zur Feststellung der H&aufigkeit einer Krankheit einige
Schwierigkeiten (HILLIER und GRIFFIN, 2001a). In der Regel ist eine Erfassung
der gesamten Population, die an atopischer Dermatitis erkranken kdnnte nicht
moglich, daher orientieren sich die meisten Studien an Patientendaten von
Tierkliniken oder Uberweisungszentren (NODTVEDT et al., 2006a). Die dadurch
gewonnenen Daten sind mit groBer Wahrscheinlichkeit geprdgt von der
geografischen Lokalisation, der Art der tierdrztlichen Einrichtung, der Wahl der
Studienpopulation und den Kriterien, die fir die Diagnosestellung einer AD
angewendet wurden (HILLIER und GRIFFIN, 2001a). Die Patientenpopulation
einer Kleintierpraxis in landlicher Gegend beispielsweise, unterscheidet sich von
der einer Kleintierklinik in der Stadt oder gar der Patientenpopulation eines
dermatologischen Spezialisten (HILLIER und GRIFFIN, 2001a). Zudem sind je
nach Land oder Kontinent unterschiedliche Rassen stérker vertreten als andere
(NODTVEDT et al., 2006a). Einige Einblicke konnten bei der Untersuchung der
Pravalenz von atopischen Hunden im Vergleich zu allen anderen gestellten

Diagnosen, allen anderen Hauterkrankungen oder allen anderen mit Juckreiz
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einhergehenden Hautproblemen erlangt werden, jedoch sind die Ergebnisse dieser
Studien sehr variabel (HILLIER und GRIFFIN, 2001a). Eine schwedische Studie
untersuchte die Inzidenz der cAD in Schweden und bediente sich der Daten einer
Tierkrankenversicherung (NODTVEDT et al., 2006a). Da in Schweden, im
Vergleich zu vielen anderen Lé&ndern, ein Grofteil der Hundepopulation
krankenversichert ist, reprasentieren die gewonnenen Daten die tatsachliche
Hundepopulation in Schweden besser als Patientendaten einer tierdrztlichen
Einrichtung. Es wurden nicht nur kranke Hunde, sondern auch gesunde Hunde
erfasst und die Population verteilt sich ber das gesamte Land. Doch auch hier
ergeben sich Limitationen. Da es keinen kommerziellen diagnostischen Test fiir die
CAD gibt, muss der untersuchende Tierarzt zundchst Giberhaupt die Diagnose cAD
gestellt, und der Tierbesitzer den Fall unter dieser Bezeichnung bei der
Versicherung eingereicht haben. Milde Falle, die allein mit symptomatischer
Therapie zu kontrollieren sind, werden weniger wahrscheinlich aufwéndig
aufgearbeitet und allgemeinere Diagnosen, wie beispielsweise ,,allergische
Hauterkrankung®, wurden nicht beriicksichtigt. Die geschitzte Inzidenz dieser
Studie von 1,7 Fallen je 1000 Patientenjahren liegt also vermutlich unter dem
wahren Wert (NODTVEDT et al., 2006a). In der Humanmedizin wird ein Anstieg
der Prévalenz der AD beobachtet (ASHER et al., 2006), welcher sehr
wahrscheinlich auf sich wandelnde Umweltfaktoren zuriickzufuhren ist (VON
MUTIUS, 2000). Auch in der Hundepopulation wird ein Anstieg der Haufigkeit der
atopischen Dermatitis vermutet, allerdings liegen zurzeit ungeniigende Daten vor,
um die wahre Inzidenz oder Prévalenz der AD in der gesamten Hundepopulation
zu bestimmen. Es werden Querschnittsstudien bendtigt, um die Pravalenz der cAD
herauszufinden und den vermuteten Anstieg der Inzidenz zu tberwachen (HILLIER
und GRIFFIN, 2001a).

2.1.2. Pathogenese

Die Pathogenese der cAD ist ein, bislang nicht vollstdndig bekanntes, komplexes
Zusammenspiel von genetischen Faktoren und Umweltfaktoren, welche wiederum
Einfluss auf die Immunantwort und die Funktion der Hautbarriere ausiiben
(MARSELLA et al., 2012; BIZIKOVA et al., 2015a; PUCHEU-HASTON et al.,
2015a; SANTORO et al., 2015).
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2.1.2.1. Genetische Faktoren und Umweltfaktoren

Der Pathogenese der cAD liegt ein komplexes genetisches Geriist zugrunde,
welches zusammen mit Umweltfaktoren einzelne Individuen dazu pradisponiert,
klinische Anzeichen der Erkrankung zu entwickeln (BIZIKOVA et al., 2015a).
Mehrere Studien aus verschiedenen Landern konnten starke Rasseprédispositionen
fir die Entwicklung von cAD nachweisen, was fir eine genetische Grundlage der
Krankheitsentstehung spricht (ZUR et al., 2002b; TARPATAKI et al., 2006;
PICCOetal., 2008; JAEGER et al., 2010). Zu den am haufigsten genannten Rassen
gehéren Golden Retriever, Labrador Retriever, West Highland White Terrier
(WHWT), Deutsche Schaferhunde, Cocker Spaniel, Boxer, Franzdsische
Bulldoggen und Bullterrier. Zu beachten ist, dass die Rassepradispositionen sowohl
zeitlichen als auch geografischen Variationen unterliegen, sodass sich Unterschiede
zwischen Kontinenten, Landern und sogar Regionen innerhalb eines Landes
ergeben kénnen (JAEGER et al., 2010). Als Grund hierfiir sind rasseinterne
genetische Variationen zwischen unterschiedlichen geografischen Regionen
denkbar (BIZIKOVA et al., 2015a). Eine Geschlechtspradisposition fur die
Erkrankung an cAD scheint nicht vorzuliegen (ZUR et al., 2002b; SHAW et al.,
2004; TARPATAKI et al., 2006; PICCO et al., 2008). Eine britische Studie
untersuchte in einer Population von Blindenfiihrhunden, die hauptsachlich aus
Labrador und Golden Retrievern bestand, die Heritabilitdt von cAD (SHAW et al.,
2004). Die Heritabilitat lag bei einem Wert von 0,47, was bedeutet, dass etwa 50 %
des Risikos an AD zu erkranken durch genetische Faktoren bestimmt wird,
wohingegen die restlichen Anteile durch Umweltfaktoren bedingt werden. Das
Risiko eine AD zu entwickeln war stark davon abhéngig, ob kein Elternteil, ein
Elternteil oder beide Elterntiere von cAD betroffen waren, weshalb die Autoren
dieser Studie davon abraten, betroffene Tiere in der Zucht einzusetzen (SHAW et
al., 2004).

Um Gene zu identifizieren, die mit der Pathogenese der cAD in Verbindung stehen,
wurden einige genomweite Zusammenhangs- oder Assoziationsstudien
durchgefuhrt. Wood et al. untersuchten in einer genomweiten Assoziationsstudie
mit cAD assoziierte Einzelnukleotid-Polymorphismen in Golden Retrievern
(WOOD et al., 2009a). Zwei Einzelnukleotid-Polymorphismen waren bei dieser
Rasse signifikant mit AD assoziiert, namlich PROM1 und RAB3C. Letzterer
konnte fur die Pathogenese der cAD relevant sein, da das Gen fir ein
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Transportprotein codiert, das bei Lipidankern gefunden werden kann und
moglicherweise fur die Funktion der Hautbarriere wichtig ist. In einer Studie aus
den USA, die eine Genotypisierung und Zusammenhangsanalyse von 108 WHWT
aus drei Familien durchgefiihrt hat, konnten keine chromosomalen Regionen
festgestellt werden, die signifikant mit cAD in Verbindung stehen (SALZMANN
et al.,, 2011). Ein Jahr spéter wurde eine genomweite Assoziationsstudie tber
WHWT aus Australien publiziert (ROQUE et al., 2012). VVon den 60 untersuchten
Tieren waren 35 Hunde an cAD erkrankt, die restlichen 25 Hunde waren gesund.
Die Studie identifizierte eine Region auf Chromosom 17, die in dieser Population
mit cAD assoziiert sein konnte. Zwei Gene, die aufgrund ihrer biologischen
Funktion plausibel mit cAD verbunden sein kdnnten, wurden in groBer Nahe zu der
Region auf Chromosom 17 gefunden. Bei dem ersten Gen handelt es sich um
PTPN22, welches eine lymphoide Tyrosin-Phosphatase codiert, die wiederum
einen Signalmediator darstellt, der eine spontane Aktivierung von T- und B-Zellen
verhindern soll. Bei dem zweiten Gen handelt es sich um das canine Ortholog des
humanen Gens fiir Cytochrom P450 26B1, das in die Adipogenese und den
Retinsdure-Stoffwechsel involviert ist. Eine Mutation in diesem Gen kann
mdoglicherweise den normalen Fettstoffwechsel der Haut beeintrachtigen und somit
zu einer abnormen Funktion der Hautbarriere fihren (ROQUE et al., 2012). In einer
schwedischen Population von Deutschen Schaferhunden konnte in einer
genomweiten Studie eine signifikante Assoziation zwischen cAD und einer Region
auf Chromosom 27 festgestellt werden (TENGVALL et al., 2013). Die assoziierte
Region enthélt acht Gene, von denen wiederum elf kleinere Haplotyp-Blocke
identifiziert werden konnten. Die zwei Haplotyp-Blocke mit der starksten
Assoziation zu cAD sind beide im Bereich des Plakophilin-2-Gens (PKP2)
lokalisiert. Plakophilin-2 ist ein Strukturprotein, welches eine wichtige Rolle bei
der Bildung von Desmosomen und Corneodesmosomen spielt und somit Einfluss
auf die Integritat der Hautbarriere hat. PKP2 stellt also ein relevantes Gen dar, das
mit der Pathogenese der cAD in Verbindung gebracht werden kann (TENGVALL
et al., 2013). Eine statistisch signifikante Dysregulation der Genexpression von
PKP2 bei atopischen Hunden im Vergleich zu gesunden Hunden wurde bereits in
einer friheren Studie nachgewiesen (WOOD et al., 2009b). Die Expression von
PKP2 Kkorrelierte mit dem Ausmal und dem Schweregrad der atopischen
Dermatitis. Weitere zehn Gene, die in der Formation der Hautbarriere und der

Funktion des Immunsystems involviert sind, zeigten eine unterschiedliche
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Expression zwischen cAD und gesunder Haut (WOOD et al., 2009b). Eine andere
Studie Uber die unterschiedliche Genexpression zwischen lasionaler atopischer,
nicht-l1asionaler atopischer und gesunder Haut, ergab eine signifikant verschiedene
Expression von 54 Genen (MERRYMAN-SIMPSON et al., 2008). Wahrend die
Dysregulationen, die lediglich in lasionaler atopischer Haut gefunden wurden, den
entziindlichen Veranderungen der Haut geschuldet sein konnen, lassen
gemeinschaftliche oder ausschlielich in nicht-lasionaler atopischer Haut
nachgewiesene Regulationsunterschiede maoglicherweise auf einen atopischen
Phénotyp schlielen. Sechzehn Gene waren gemeinschaftlich in atopischer Haut
dysreguliert, 26 Gene ausschlie3lich in nicht-lasionaler atopischer Haut und zwolf
Gene nur in l&sionaler atopischer Haut. Die Gene zeigten ebenfalls eine
Involvierung in der Funktion der Hautbarriere und immunologischen Vorgangen
(MERRYMAN-SIMPSON et al., 2008). In einem Hundemodell der atopischen
Dermatitis wurde die kutane Genexpression vor und nach Allergen-Konfrontation
bei auf Hausstaubmilben sensibilisierten Beagles untersucht und mit der von nicht
sensibilisierten Hunden verglichen (SCHAMBER et al., 2014). 24 Stunden nach
dem Allergenkontakt waren 361 Gene in der Haut der sensibilisierten Hunde
Uberexprimiert und 226 Gene unterexprimiert. Die Gene mit einer gesteigerten
Expression konnten Entzundungsprozessen, der Wundheilung und der
Immunantwort zugeordnet werden, wohingegen die niedrig exprimierten Gene in
die Differenzierung und Barrierefunktion der Haut involviert sind (SCHAMBER et
al., 2014).

Zusammengefasst handelt es sich bei der caninen atopischen Dermatitis um eine
erbliche Erkrankung, bei der das Zusammenspiel von genetischen Faktoren und
Umwelteinflissen das Risiko und den Phanotyp der Erkrankung beeinflussen
(BIZIKOVA et al., 2015a).

Zur Atopie beim Menschen gibt es zahlreiche Studien, die den Einfluss von
Umweltfaktoren auf die Krankheitsentwicklung untersucht haben. 1989 wurde eine
epidemiologische Studie verdffentlicht, die ergab, dass es einen Zusammenhang
zwischen der Anzahl an Kindern im Haushalt und der Haufigkeit des Auftretens
von allergischer Rhinitis oder atopischem Ekzem gibt (STRACHAN, 1989). Mit
steigender Anzahl an Geschwisterkindern sank das Risiko an AD zu erkranken. Die
Ergebnisse lielen vermuten, dass der friihe Kontakt zu Erregern von haufig
auftretenden Kindheitsinfektionen einen protektiven Effekt auf die Entwicklung
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allergischer Erkrankungen im spateren Leben haben kénnte (STRACHAN, 1989).
Diese Annahme wurde nachfolgend als ,,Hygiene-Hypothese® bekannt. Weitere
Studien unterstutzten die Hypothese, dass eine Keimexposition in jungem Alter,
beziehungsweise das Aufwachsen in einer ,,schmutzigeren“ Umgebung ein
niedrigeres Risiko flur die Entwicklung von atopischer Dermatitis und Asthma
beinhaltet. So zeigten beispielsweise zwei weitere Studien ein reduziertes Risiko
fur eine allergische Erkrankung, wenn im ersten Lebensjahr ein erhdhter Kontakt
zu anderen Kindern, zum Beispiel im Rahmen eines Kinderbetreuungsprogrammes,
vorlag (CELEDON et al., 2003; ROTHERS et al., 2007). Des Weiteren war die
Héufigkeit von allergischen Krankheiten bei Kindern aus landlichen Gegenden, die
auf einer Farm aufgewachsen sind oder Kontakt zu Vieh hatten, niedriger als bei
Kindern aus einem stadtischen Umfeld (GEHRING et al., 2001; KILPELAINEN et
al., 2002; DIMICH-WARD et al., 2006; VON MUTIUS und VERCELLI, 2010).
Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtungen liefert die Studie von Eisenbarth
et al., die herausfand, dass bei einer Exposition die Menge an Lipopolysacchariden
(LPS) oder anderen mikrobiellen Produkten den folgenden Entziindungsprozess
mafgeblich beeinflusst (EISENBARTH et al., 2002). In einem Mausmodell fir
allergische Sensibilisierung fiihrte eine Inhalation von Antigen in Kombination mit
geringen Mengen an LPS zu einer Th2-Immunantwort, wie sie typischerweise in
der Induktionsphase der atopischen Dermatitis zu sehen ist. Eine Inhalation von
hohen Dosen von LPS zusammen mit Antigen hingegen fuhrte zu einer Thil-
Antwort. Es wurde somit gezeigt, dass das Ausmal} der Exposition gegenuber
mikrobiellen Komponenten, wie LPS, den Typ der hervorgerufenen Entziindung
bestimmen kann (EISENBARTH et al., 2002). Zusammen betrachtet lassen diese
Erkenntnisse die Annahme zu, dass eine Exposition im frihen Leben gegeniber
mikrobiellen Produkten oder anderen unspezifischen Immunstimulatoren das
Risiko eine Allergie zu entwickeln invers beeinflusst (TSE und HORNER, 2008).
Studien Uber den Zusammenhang von einem Zusammenleben mit Haustieren im
frihen Kindesalter und der Entwicklung von allergischem Asthma oder allergischer
Dermatitis ergaben widerspriichliche Ergebnisse (OWNBY et al.,, 2002;
TAKKOUCHE et al.,, 2008; ALMQVIST et al., 2010; EPSTEIN et al., 2011;
PELUCCHI et al., 2013).

Obwohl die Anzahl an tiermedizinischen Studien zur Rolle von Umweltfaktoren

und Risikofaktoren in der Entwicklung der cAD begrenzt sind, gibt es einige
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Parallelen zu den Erkenntnissen der humanen AD. Eine Studie untersuchte
Unterschiede in dem Gehalt an Hausstaubmilbenantigen, Endotoxinen und
Zellwandbestandteilen von Pilzen (B-Glucanen) in Wohnraum, Schlafplatz und Fell
von Labrador Retrievern mit und ohne cAD (LOORINGH VAN BEECK et al.,
2011). Es konnte ein signifikanter inverser Zusammenhang zwischen niedrigem
Endotoxingehalt im Fell des Tieres und dem Bestehen einer cAD gefunden werden.
Im Hinblick auf den Gehalt von Hausstaubmilbenallergen und Pilz-Glucanen wurde
kein Unterschied festgestellt. Eine hohe Exposition gegenuiber Endotoxinen im Fell
eines Hundes kann mdglicherweise einen protektiven Effekt auf die Entwicklung
einer cCAD austiben (LOORINGH VAN BEECK et al., 2011).

Andere Studien untersuchten die Rolle geografischer und umweltbedingter
Risikofaktoren fur cAD bei Hunden aus der Schweiz, Deutschland, Schweden und
Finnland.

Eine Unterbringung in einem Schuppen im Welpenalter, eine Adoption im
Zeitraum der 8. - 12. Lebenswoche und regelmaRiges Waschen ergab bei Labrador
und Golden Retrievern aus der Schweiz und Deutschland ein erhéhtes Risiko eine
CAD zu entwickeln (MEURY et al., 2011). Leben in einer landlichen Gegend, ein
Haushalt mit weiteren Tieren und Spaziergange durch den Wald hingegen, waren

mit einem niedrigeren Risiko verbunden.

In einer Population von tiber 200.000 versicherten Hunden aus Schweden wurde
ein stadtischer Lebensraum und ein Geburtsdatum im Herbst als Risikofaktoren fur
eine cAD identifiziert (NODTVEDT et al., 2006a). Dieselbe Forschungsgruppe
untersuchte ebenfalls umweltbedingte und ernéhrungsassoziierte Risikofaktoren in
den prédisponierten Rassen WHWT, Boxer und Bullterrier in Schweden
(NODTVEDT et al., 2007). Die Haupterkenntnis der Studie lautet, dass die
Futterung einer nicht-kommerziellen Diat an laktierende Huindinnen einen
protektiven Effekt auf die Entwicklung von cAD bei den Welpen hat. Zwischen der
Jahreszeit der Geburt, beziehungsweise dem Leben in der Stadt und dem Auftreten
einer cAD konnte in dieser Studie kein Zusammenhang festgestellt werden
(NODTVEDT et al., 2007).

Eine kirzlich veroffentlichte Studie untersuchte Zusammenhénge zwischen
Umweltfaktoren und von den Besitzern beobachteten, fir eine AD typischen,
Hautsymptomen bei Hunden in Finnland (ANTURANIEMI et al., 2017). Ein

niedrigeres Risiko fur das Auftreten von Hautsymptomen ergab sich fiir Hunde, die
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in einem freistehenden Haus lebten, wenn weitere Hunde im Haushalt waren und
wenn der Hund in dem aktuellen Haushalt geboren wurde. Diese Zusammenhange
wurden anschlieRend bei einem kleineren Teil der Population, nd&mlich Hunden mit
einer tierarztlich diagnostizierten cAD, untersucht, wobei sich nur noch die beiden
letzteren Faktoren als signifikant herausstellten (ANTURANIEMI et al., 2017).

Alle genannten Studien haben Zusammenhdnge aufgewiesen, deren Kausalitat
nicht mit Sicherheit bestimmt werden kann. Einige Faktoren kénnen tatsachlich mit
einem erhohten oder erniedrigten Risiko einer cAD verbunden sein, wohingegen
andere Faktoren moglicherweise lediglich Artefakte darstellen (BIZIKOVA et al.,
2015a).

Mogliche Erklarungen fur ein geringeres Risiko fir cAD auf dem Land im
Vergleich zur Stadt sind eine geringere Exposition gegenuber Abgasen, eine
bessere Luftqualitdt, auch in geschlossenen Raumen, und mehr Kontakt zu
Endotoxinen und anderen mikrobiellen Strukturen (MEURY et al., 2011;
ANTURANIEMI et al., 2017). Andererseits kann dieses Ergebnis auch dadurch
beeinflusst sein, dass Tierbesitzer in der Stadt mdglicherweise haufiger einen
Tierarzt aufsuchen oder dass es in Stadten mehr Tierarztpraxen gibt und
insbesondere spezialisierte Tierédrzte einfacher zu finden sind (NODTVEDT et al.,
2006a; MEURY et al., 2011; ANTURANIEMI et al., 2017). Dadurch kann es zu

einer haufigeren Diagnosestellung von cAD in stédtischen Regionen kommen.

Die Jahreszeit, in welcher ein Welpe geboren wird, kénnte das Risiko einer cCAD
wie folgt beeinflussen: In genetisch pradisponierten Hunden konnte nachgewiesen
werden, dass eine frilhe Exposition gegeniiber einem Allergen in einer starkeren
Immunantwort (im Sinne einer IgE Produktion) im spéteren Leben, auch gegenuber
anderen Allergenen, fuhrt (SCHIESSL et al.,, 2003). Eine Vermeidung von
Allergenkontakt im frilhen Leben eines Hundes kdnnte somit einen praventiven
Effekt auf IgE-mediierte Allergien haben. Welpen, die im Herbst geboren wurden,
verbringen in ihren ersten sechs Monaten vermutlich mehr Zeit in Innenrdumen und
haben folglich mehr Kontakt zu Hausstaub oder Hausstaubmilben als Welpen, die
im Frihjahr oder Sommer geboren werden (NODTVEDT et al., 2006a). Viele
Komponenten von Hausstaubmilben kdnnen Entziindungsreaktionen in Zellen und
Geweben ausldsen, selbst wenn bisher keine Sensibilisierung stattgefunden hat
(MACHADO et al.,, 1996; PUCHEU-HASTON et al., 2008). Das daraus

resultierende entziindliche Milieu kann dazu beitragen in pradisponierten Hunden
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eine Sensibilisierung hervorzurufen. Die Hauptallergene von Hausstaubmilben sind
Proteasen, welche die epitheliale Permeabilitat erh6hen kdnnen, beispielsweise
durch Spaltung von interzelluldren VVerbindungsproteinen, der sogenannten ,, Tight
Junctions®“ (WAN et al.,, 1999). Durch die erhohte Permeabilitdt wird die
transepitheliale Passage von Hausstaubmilben- und vermutlich auch anderen
Allergenen erleichtert, was zu einer Sensibilisierung und Verschlimmerung der
Entzindungsprozesse fihren kann (PUCHEU-HASTON et al., 2008). Aul3er ihrem
Einfluss auf die epidermale Hautbarriere, konnen Hausstaubmilbenallergene
ebenfalls eine Entziindungsreaktion durch IgE-unabhdngige Aktivierung von
Mastzellen und basophilen Granulozyten, und damit einhergehender Produktion
von IL-4, hervorrufen (MACHADO et al., 1996). Die entziindlichen Eigenschaften
der Allergene von Hausstaubmilben koénnen nicht nur die Entwicklung einer
allergischen Sensibilisierung gegen sich selbst, sondern auch gegen zeitgleich
vorhandene andere Allergene fordern (GOUGH et al., 2001). Somit kann eine
gesteigerte Exposition gegentiber Hausstaubmilbenallergenen im friihen Alter von
Welpen eine Sensibilisierung gegen multiple Allergene fordern und damit die
Entwicklung einer cAD beeinflussen (BIZIKOVA et al., 2015a).

Regelméaliges Waschen kann zum einen die Keimlast eines Tieres senken, es kann
zum anderen aber auch die epidermale Lipidschicht beschadigen und dadurch zu
einer verringerten Funktion der Hautbarriere fihren (MEURY et al., 2011). Der
Zusammenhang zwischen haufigem Baden und cAD kann allerdings auch darauf
zurlckzufuhren sein, dass Bader zu einem wichtigen Bestandteil der Therapie von
allergischen Hunden gehoren (MEURY et al., 2011).

Bezuglich der hausgemachten Dié&t von laktierenden Hiindinnen im Zusammenhang
mit der Entwicklung von cAD bei den Welpen auf3ern die Autoren die Theorie, dass
eine selbstgemachte Futterung einen hdheren Gehalt an Mikroorganismen enthalt
als vergleichsweise sterile kommerzielle Futtermittel (NODTVEDT et al., 2007).
Diese Assoziation wirde, ebenso wie das Vorhandensein weiterer Hunde im
Haushalt, durch eine erhéhte Exposition gegeniiber Mikroorganismen und anderen
Immunstimulatoren  die  Aussage der Hygiene-Hypothese beflirworten
(NODTVEDT et al., 2007; MEURY et al., 2011; ANTURANIEMI et al., 2017).

Interaktionen zwischen dem Immunsystem und Umweltfaktoren haben das
Potential den zukilnftigen Verlauf von Immunantworten auf verschiedenste

Agenzien zu bestimmen (BIZIKOVA et al., 2015a). Das angeborene Immunsystem
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und die Epidermis scheinen somit eine wichtige Rolle, sowohl wahrend der
Effektor-Phase der allergischen Entziindung, als auch wéhrend der Induktion und

Sensibilisierung zu spielen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in genetisch pradisponierten Hunden der
Kontakt zu bestimmten Umweltfaktoren die Entwicklung von aktuellen und
zukunftigen Hypersensibilitaten beeinflussen kann. Die komplexe Interaktion
zwischen Individuum und Umwelt ist von vielen verschiedenen Faktoren abhangig,
was ein umfassendes Verstandnis und mdogliche Vorhersagen schwierig gestaltet
(BIZIKOVA et al., 2015a).

2.1.2.2. Rolle des Immunsystems

Die Pathogenese der cAD beinhaltet eine Fehlfunktion des adaptiven
Immunsystems, es spielen aber auch Zellen der angeborenen Immunabwehr,
nichtzellulare Komponenten und Keratinozyten eine wichtige Rolle in der
Krankheitsentwicklung (PUCHEU-HASTON et al., 2015a).

2.1.2.2.1. Antikorper

Laut Nomenklatur handelt es sich bei der cAD um eine IgE-mediierte
Hautentziindung, wobei sich die Antikdrperproduktion (berwiegend gegen
Umuweltallergene richtet (HALLIWELL, 2006). Obwohl IgE in den meisten Fallen
von cAD eine Rolle in der Pathogenese spielt, hat sich mit fortlaufender Forschung
die Erkenntnis eingestellt, dass IgE-Antikorper nur einen einzelnen Baustein in der
komplexen Krankheitsentstehung darstellen (MARSELLA et al., 2012).

Die Annahme, dass es sich bei der cAD um eine IgE-mediierte Hypersensibilitét
handelt, entstand aufgrund von Beobachtungen die zeigten, dass eine spontane oder
auch experimentelle Sensibilisierung mit einem Anstieg an antigenspezifischen
IgE-Spiegeln einherging (SCHWARTZMAN et al, 1971; LIAN und
HALLIWELL, 1998). Nach intradermaler Applikation des Antigens konnte eine
typische Hautreaktion beobachtet werden. Obwohl eine Rolle fur IgE in der
Pathogenese von cAD wahrscheinlich war, blieb dennoch eine gewisse
Unsicherheit dartber, ob das VVorhandensein von IgE eine Notwendigkeit in der
Entwicklung der Klinischen Krankheit darstellte (PUCHEU-HASTON et al.,
2015c). Zum einen konnte in selteneren Fallen bei Hunden mit dem klassischen
Bild einer AD keine sichtbare Reaktivitdt auf Antigen in Haut oder Serum

dargestellt werden, zum anderen zeigten auch augenscheinlich gesunde Hunde
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allergenspezifische IgE-Spiegel und positive intradermale Hauttests nach Antigen-
Applikation (LIAN und HALLIWELL, 1998; HALLIWELL und DEBOER, 2001).
AuRerdem war eine allergenspezifische IgE-Produktion bei Hunden induzierbar,
ohne eine erkennbare Erkrankung zu verursachen (JACKSON et al., 1996). Bis jetzt
bleibt die Rolle von IgE in der Pathogenese der cAD unklar (PUCHEU-HASTON
et al., 2015c).Bei atopischen Hunden konnte im Gegensatz zu gesunden Hunden
eine IgE-Expression auf der Oberflache von Antigen-préasentierenden Langerhans-
Zellen (LC) der Epidermis nachgewiesen werden (OLIVRY et al., 1996). IgE kann
somit eine wichtige Rolle bei der Erkennung und Verarbeitung von Allergenen
spielen. Des Weiteren wird IgE auf der Oberflache von Mastzellen exprimiert,
sodass durch Allergenkontakt eine Degranulation mit anschlieRender Entziindung
hervorgerufen werden kann (HALLIWELL, 1973; BRAZIS et al., 1998). Im
Gegensatz zum Menschen, sind hohe Serum-IgE-Spiegel wenig hinweisend auf den
atopischen Status eines Hundes (PUCHEU-HASTON et al.,, 2015c). Eine
Korrelation zwischen Gesamt-IgE-Werten und dem Bestehen einer AD konnte in
mehreren Studien nicht nachgewiesen werden (JACKSON et al., 2002; FRASER
etal., 2003; LAUBER et al., 2012). Da allergenspezifisches IgE nur einen Teil der
gesamten IgE-Konzentration ausmacht, liegt die Vermutung nahe, dass
Serumspiegel von allergenspezifischem IgE starker mit dem Auftreten von
klinischen Anzeichen allergischer Dermatitis korrelieren als die gesamte IgE-
Konzentration (PUCHEU-HASTON et al., 2015c). Doch auch die allergen-
spezifischen IgE-Spiegel sind nicht immer mit einer Klinischen Erkrankung
vereinbar. So konnten einige Studien einen Zusammenhang von steigenden Werten
nach Allergenkontakt und der Entwicklung klinischer Symptome darstellen
(PUCHEU-HASTON et al., 2008; OLIVRY et al., 2011), wohingegen andere
Studien fehlende Serum-IgE-Level trotz klinischer Symptomatik und umgekehrt
auch fehlende klinische Anzeichen trotz erhohter allergenspezifischer Serumwerte
festgestellt haben (EGLI et al., 2002; ZEMANN et al., 2002). Das Verstandnis der
Beziehung zwischen IgE und klinischer cAD wird weiter verkompliziert durch
widersprichliche Ergebnisse von Studien, die die Antikorperlevel im Verlauf einer
Allergen (-spezifischen) Immuntherapie (AIT) untersucht haben. Eine Studie zeigte
einen Zusammenhang zwischen erfolgreicher Immuntherapie und einem Abfall von
Serum-IgE-Werten (KEPPEL et al.,, 2008b). Eine andere Studie zeigte einen

Anstieg von Serum-IgE im Verlauf der Therapie und ein Absinken der Spiegel nach
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Beendigung, wobei Tiere mit einem starken Anstieg von IgE ein schlechteres
Ansprechen zeigten (FOSTER et al., 2002).

Die Hunde, die alle Klinischen Kriterien einer cAD erfiillen aber keine
allergenspezifische Hautreaktion oder erhohte IgE-Spiegel (sowohl Gesamt-IgE,
als auch allergenspezifisches IgE) aufweisen, werden der Gruppe der ,,Atopie-
dhnlichen Dermatitis* zugeordnet (HALLIWELL, 2006). Es ist unbekannt, ob es
sich tatsachlich um eine IgE-unabhéngige Variante der cAD handelt oder das
passende Antigen lediglich nicht mitgetestet wurde (PUCHEU-HASTON et al.,
2015c). Eine weitere Limitation ist eine fehlende Standardisierung, sowohl im
Hinblick auf angewendete Allergenldsungen, als auch bei den Messmethoden
kommerzieller Labore (PUCHEU-HASTON et al., 2015c).

Die Rolle von IgG-Antikorpern in der Pathogenese der cAD ist bislang nicht
geklart, doch obwohl 1gG als pathogener Faktor nicht sicher ausgeschlossen werden
kann, bleibt IgE der bestimmende Antikérper-Isotyp in Verbindung mit AD beim
Hund (PUCHEU-HASTON et al., 2015c).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Rolle von IgE in der Pathogenese der
cAD bislang nicht endgultig geklart ist (PUCHEU-HASTON et al., 2015c). In den
meisten Fallen der klinischen cAD scheint IgE in die Krankheitsentstehung
involviert zu sein, jedoch lassen sich nicht alle Aspekte der komplexen Erkrankung
durch IgE-Einfluss erklaren. Somit stellt IgE nur ein Puzzlestiick unter vielen
Faktoren dar, die die Entwicklung der cAD bestimmen (MARSELLA et al., 2012).

2.1.2.2.2. Angeborenes Immunsystem und Keratinozyten

Auch Antigen-unspezifische Entziindungszellen des angeborenen Immunsystems,
Keratinozyten und damit verbundene nichtzellulére Faktoren spielen eine Rolle in
der Pathogenese der cAD. Durch Kommunikation und Interaktion dieser Zellen
untereinander und mit Umweltantigenen wéhrend der Induktions- und
Entzindungsphase wird der zukinftige Verlauf der Immunantwort auf ein
bestimmtes Antigen bestimmt (DE BENEDETTO et al.,, 2009; PUCHEU-
HASTON et al., 2015a).

Dendritische Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung einer
Hypersensibilitdt beim Menschen (BIEBER et al., 2011) und auch bei atopischen
Hunden konnte eine erhohte Anzahl sowohl an epidermalen, als auch an dermalen

dendritischen Zellen im Vergleich zu gesunder Haut festgestellt werden (DAY,
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1996; OLIVRY et al., 1996; OLIVRY et al., 1997). Epidermale Langerhans Zellen
und auch dermale dendritische Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache den
Haupthistokompatibilitatskomplex 1l (MHC I1), der die in der Zelle verarbeiteten
Antigene den T-Lymphozyten prasentiert (DAY, 1996). Das Milieu, in welchem
die dendritischen Zellen auf ein Antigen treffen, beeinflusst mafgeblich die
zukiinftige Immunantwort auf dieses Antigen (LLOYD et al., 2007; NOVAK et al.,
2010). Begegnen sich Antigen und dendritische Zelle in einer minimal
entziindlichen oder nicht entziindlichen Umgebung, so ist der alleinige Kontakt
nicht ausreichend, um eine Aktivierung und Migration der DC auszul6sen. Findet
der Kontakt jedoch in Begleitung bestimmter mikrobieller Faktoren, wie
beispielsweise Proteasen oder pathogenassoziierter molekularer Muster, statt, folgt
eine starke Aktivierung mit anschlieender Migration in lymphatisches Gewebe,
um dort das verarbeitete Antigen naiven T-Zellen zu prasentieren (LLOYD et al.,
2007; NOVAK et al., 2010). Unterschiedliche mikrobielle Faktoren beeinflussen
DCs auf unterschiedliche Weise. So flihren Proteasen von Schimmelpilzen oder
Hausstaubmilben zu einer Produktion von Zytokinen zugunsten einer Th2-
Polarisierung oder einer Hemmung der Thl-Polarisierung, wahrend DCs unter
Einfluss mikrobieller Lipopolysaccharide die Entwicklung eines Thl-Phénotyps
fordern (GHAEMMAGHAMI et al., 2002; WANG et al., 2007; LAMHAMEDI-
CHERRADI et al., 2008). Auch die Exposition gegeniber lokalen
Entziindungsmediatoren beeinflusst die Aktivierung der DCs und ihren Einfluss auf
die Polarisierung der Lymphozyten. Beim Menschen fiihrt der Einfluss von TSLP
(Thymic stromal lymphopoietin), das von Keratinozyten unter Einfluss
mikrobieller Antigene und anderer entziindlicher Stimuli produziert wird, zu einer
potenten Aktivierung von DCs und einer nachfolgenden gesteigerten Th2-
Polarisierung (SOUMELLIS et al., 2002; VU et al., 2010; ITO et al., 2012). Somit
konnen DCs eine wichtige Verbindung zwischen einer defekten Hautbarriere und
der Aktivierung des Immunsystems darstellen (DE BENEDETTO et al., 2012).
Auch bei caninen Keratinozyten wurde eine Produktion von TSLP nach Stimulation
durch Liganden fir Toll-like-Rezeptor 3 und 4 nachgewiesen (KLUKOWSKA-
ROTZLER etal., 2013). In einem Milieu, das durch TNF-a geprégt ist, exprimieren
DCs IL-2, IL-4, IL-13, TNF-a, Interferon-y und CCLS8, was ebenfalls zur
Differenzierung naiver T-Zellen zu Th2-Zellen fiihrt (WANG et al., 2007).



I1. Literaturlibersicht 49

Dendritische Zellen beeinflussen den Verlauf einer allergischen Entziindung nicht
nur durch FOrderung einer bestimmten T-Zell-Polarisierung in der Induktionsphase,
sondern konnen auch eine Rolle in der antigenspezifischen Effektorphase der AD
spielen (PUCHEU-HASTON et al., 2015a). Dendritische Zellen und Langerhans
Zellen exprimieren IgE auf ihrer Oberflache in lasionaler und nicht-l&sionaler Haut,
beziehungsweise nur in lasionaler Haut (OLIVRY et al., 1996; RICKLIN et al.,
2010). AuBerdem wurde eine Expression des hochaffinen IgE-Rezeptors FceRI auf
der Oberflache von Langerhans-Zellen in Hunden nachgewiesen, welcher eine
effektivere Verdauung und Prasentation von Antigen ermdglicht (BONKOBARA
et al., 2005). Somit kénnen DCs und LCs eine Verbindung zwischen dem
angeborenen und dem erworbenen Immunsystem darstellen, obwohl es bisher keine
Studien gibt, die zeigen, dass eine Vernetzung mit IgE eine Aktivierung der Zellen
hervorruft (PUCHEU-HASTON et al., 2015a). GeméalR ihrer Funktion als
Wéchterzellen der Haut konnte eine Infiltration von DCs und LCs nach
Allergenexposition von experimentell sensibilisierten Hunden nachgewiesen
werden (MARSELLA et al., 2006c; MARSELLA et al., 2006a; OLIVRY et al.,
2006; PUCHEU-HASTON et al., 2008).

Zusammenfassend wird die Reaktion caniner DCs auf Antigenkontakt wéhrend der
Phase der Sensibilisierung maRgeblich durch verschiedene Faktoren, wie
beispielsweise mikrobielle Faktoren oder von Keratinozyten oder anderen
Immunzellen produzierten entziindlichen Zytokinen beeinflusst. Dieser Einfluss
spiegelt sich folgend auch in der Reaktion der Lymphozyten wahrend der
allergenspezifischen Effektorphase wider. Epidermale sowie dermale dendritische
Zellen werden in allergenexponierte Hautstellen rekrutiert (PUCHEU-HASTON et
al., 2015a).

Mastzellen von Hunden exprimieren ebenfalls den hochaffinen IgE-Rezeptor
FceR1, auch in gesunden Tieren (HAMMERBERG et al., 2001; BRAZIS et al.,
2002). Eine Vernetzung des Rezeptors fihrt zu einer Ausschittung verschiedener
vorhandener oder neu synthetisierter Mediatoren, wie beispielsweise Histamin,
TNF-0, Prostaglandinen, Leukotrienen, Proteasen, IL-3, IL-4, IL-6, IL-13 oder
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF)
(HAMMERBERG et al., 2001; BRAZIS et al., 2002; LIN und LONDON, 2006,
2010). AuBerdem exprimieren dermale Mastzellen auch IgE auf ihrer Oberflache,

und eine Kreuzvernetzung zweier IgE-Antikorper fihrt zu einer Degranulation und
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daraus folgend einer lokalen Typ-I-Hypersensibilitat (HALLIWELL, 1973). Eine
intradermale Injektion von Anti-IgE-Antikérpern induziert eine Degranulation von
Mastzellen und fihrt zu einer direkten und verzogerten Reaktion der Haut, die
makroskopisch und histologisch der Reaktion bei einer spontan auftretenden
atopischen Dermatitis gleicht (OLIVRY et al., 1997; PUCHEU-HASTON et al.,
2006). Mastzellen konnen auch auf einem IgE-unabhdngigen Weg zu einer
Degranulation stimuliert werden, wie beispielsweise ex vivo unter dem Einfluss
von Stammzellfaktor, der in der Haut atopischer Hunde vermehrt exprimiert wird,
nachgewiesen wurde (HAMMERBERG et al., 2001). Auch Proteasen flhren zu
einer IgE-unabhéngigen Freisetzung der Mastzellgranula. So fiihrte die epidermale
Applikation eines Milbenextrakts mit proteolytischen Eigenschaften selbst bei
Allergen-naiven Hunden zu einer Mastzelldegranulation (PUCHEU-HASTON et
al., 2008). Es ist bekannt, dass eine Degranulation von Mastzellen bei bestehender
allergischer Dermatitis zu einer Aufrechterhaltung, beziehungsweise Ver-
schlimmerung der Entziindungsvorgange fuhren kann, jedoch ist bislang nicht
geklart, welche Rolle Mastzellen in der Entstehung der cAD spielen (PUCHEU-
HASTON et al., 2015a). Eine Theorie besagt, dass Mastzellen von atopischen
Patienten moglicherweise Uber die Eigenschaft einer tberschieenden Freisetzung
der Mediatoren verfiigen (DEMORA et al., 1996; HAMMERBERG et al., 2001).
Jedoch konnte diese Hypothese von anderen Studien nicht unterstiitzt werden
(BRAZIS et al., 1998; MARSELLA und NICKLIN, 2001b; LIN und LONDON,
2010). Ein weiteres Thema mit widersprichlichen Ergebnissen ist die relative
Anzahl an Mastzellen in der Haut von Hunden. Einige Studien haben keinen
Unterschied in der Menge von Mastzellen zwischen atopischer Haut und gesunder
Haut festgestellt, wahrend andere Studien entweder ein erhéhtes oder aber auch ein
erniedrigtes Vorkommen bei atopischen Hunden berichten (WELLE et al., 1999;
HAMMERBERG et al., 2001; ABRAMO et al., 2014). Generell ist die Anzahl an
Mastzellen in normaler Haut sehr variabel, abhdngig von der Lokalisation
(AUXILIA und HILL, 2000; KURTDEDE et al., 2005). Die bei cAD haufig
betroffenen Lokalisationen Ohren/Ohrmuschel und ventrale Zwischenzehenhaut
hatten das hochste Vorkommen von Mastzellen. Andere Regionen mit relativ hoher
Anzahl waren Perineum, Genitalien, Gesicht und Kopf (AUXILIA und HILL,
2000).
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Studien Uber die Anzahl von Granulozyten, insbesondere neutrophiler und
eosinophiler Granulozyten, ergaben sehr variable Ergebnisse (PUCHEU-HASTON
et al.,, 2015a). Eine Allergen- oder Anti-IgE-Exposition, insbesondere nach
Sensibilisierung, war mit einer rapiden Rekrutierung von eosinophilen
Granulozyten in die Haut begleitet (OLIVRY et al., 1997; MARSELLA et al.,
2006a; PUCHEU-HASTON et al., 2006; PUCHEU-HASTON et al., 2008).
Aulerdem zeigten atopische Hunde eine erhohte Anzahl zirkulierender
Eosinophiler im Blut, obwohl meist keine wahre Eosinophilie vorlag
(HAYASHIYA et al., 2002).

Keratinozyten stellen nicht nur Bausteine der Epidermis dar und sind damit wichtig
flr die Hautbarriere, sie spielen aulerdem eine essentielle Rolle in der Regulation
des Immunsystems der Haut und allergischen Reaktionen (GRONE, 2002;
NISHIFUJI und YOON, 2013). Bei der Maus und beim Menschen wurde
nachgewiesen, dass Keratinozyten multiple Zytokine produzieren und auf3erdem
verschiedene Zytokin-Rezeptoren exprimieren (GRONE, 2002). Uber die
Keratinozyten des Hundes und ihre Rolle in der Entwicklung einer allergischen
Entziindung ist weniger bekannt, es konnte allerdings auch eine Produktion von
Mediatoren, wie beispielsweise TNF-a, TSLP und TARC (Thymus and activation
regulated chemokine) nachgewiesen werden (MAEDA et al., 2002; OLIVRY etal.,
2003; KLUKOWSKA-ROTZLER et al., 2013).TARC sorgt fiir eine Rekrutierung
von T-Zellen, die einen C-C-Chemokinrezeptor Typ 4 tragen und wird in der Haut
nach Allergenkontakt oder Injektion von Anti-IgE Uberexprimiert (MAEDA et al.,
2002; MAEDA et al., 2005; MARSELLA et al., 2006a; PUCHEU-HASTON et al.,
2006). Von TSLP wird angenommen, dass es einen Th2-férdernden Phanotyp
kutaner dendritischer Zellen induziert (KLUKOWSKA-ROTZLER et al., 2013).
Eine gesteigerte Expression wurde wahrend einer Exposition gegenuber
Milbenallergenen oder Liganden fiir TLR3 und TLR4 beobachtet (KLUKOWSKA-
ROTZLER et al., 2013). Diese Beobachtung stellt eine mdgliche Erklarung dafir
dar, wie eine mikrobielle Sekundarinfektion eine allergische Entziindung
verschlimmern kann (PUCHEU-HASTON et al., 2015a). In der Zellkultur von
caninen Keratinozyten konnte auflerdem eine Expression proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine, wie TNF-a, 1L-12p35, I1L-18, GM-CSF, IL-8, TARC,
CCL27 und CCL28, welches in die Rekrutierung von Th2-Zellen involviert ist,
nachgewiesen werden (MAEDA et al., 2009; SHIBATA et al., 2010; MAEDA et
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al., 2013). Eine Kultivierung zusammen mit proteolytischem Milbenallergen
,Der f 1 fuhrte zu einer gesteigerten Expression von GM-CSF, IL-8 und TNF-a
(MAEDA et al., 2009).

Somit kénnen Keratinozyten durch die Produktion von Entziindungsmediatoren
einen Einfluss auf die Phase der Sensibilisierung haben und zusétzlich eine
Verschlimmerung der laufenden allergischen Entziindung hervorrufen. Durch ihren
Einfluss auf andere Immunzellen stellen Keratinozyten mégliche Regulatoren der
Immunantwort der Haut auf Umweltallergene dar (PUCHEU-HASTON et al.,
2015a).

AbschlieRend l&sst sich sagen, dass Zellen und nichtzellulare Komponenten des
angeborenen Immunsystems gemeinsam mit der Epidermis eine wichtige Rolle in
der Entstehung einer allergischen Sensibilisierung spielen. Durch ihre Interaktion
mit Umweltallergenen und folgender Produktion von Entziindungsmediatoren
kdnnen insbesondere Mastzellen und Keratinozyten den Weg fir die Entstehung
einer cAD bereiten (PUCHEU-HASTON et al., 2015a).

2.1.2.2.3. Adaptives Immunsystem

Die Entwicklung einer cAD im Sinne einer kutanen Hypersensibilitat involviert die
Aktivierung und Differenzierung von allergenspezifischen Lymphozyten
(PUCHEU-HASTON et al., 2015b). Bestimmte Zytokine fordern die Entwicklung
einer Th2-dominierten Immunantwort, welche die Produktion von IgE-Antikorpern
stimuliert und weitere Entziindungszellen rekrutiert. Die Immunantwort scheint vor
allem Th2-polarisiert zu sein aber jungere Studien zeigen, dass wahrend des
Krankheitsverlaufs unterschiedliche Lymphozyten-Ph&notypen dominierend
auftreten (PUCHEU-HASTON et al., 2015b).

Lymphozyten kénnen in geringen Mengen auch in gesunder Haut gefunden werden,
ihre Anzahl ist in lasionaler und nicht-lasionaler atopischer Epidermis und
lasionaler Dermis jedoch erh6ht (SINKE et al., 1997). Typischerweise treten CD8+
Lymphozyten vermehrt in der Epidermis auf, wahrend CD4+ Lymphozyten in der
Dermis dominieren (SINKE et al., 1997).

Genau wie andere Entziindungszellen auch, werden Lymphozyten im Falle einer
Entziindung in die betroffene Region rekrutiert. Eine epikutane Exposition
gegenuber Allergen in sensibilisierten Hunden geht mit einem Einstrom von
Lymphozyten in das Entzindungsgebiet einher (MARSELLA et al., 2006c;
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MARSELLA etal., 2006a; OLIVRY etal., 2006; PUCHEU-HASTON et al., 2008).
Diese Beobachtung unterstitzt die Vermutung, dass es sich bei Lymphozyten um
aktive Spieler in der Entwicklung einer allergischen Immunreaktion handelt
(PUCHEU-HASTON et al., 2008). Eine antigenunabhangige Degranulation von
Mastzellen wurde ebenfalls als stimulierender Faktor flr eine T-Zell-Rekrutierung
nachgewiesen (OLIVRY et al., 1997). Die Rekrutierung von T-Lymphozyten ist
moglicherweise durch den von ihnen exprimierten Chemokin-Rezeptor CCR4
vermittelt (MAEDA et al., 2005). CCR4 ist der Rezeptor fiir TARC, welches von
Keratinozyten in lasionaler atopischer Haut Gberexprimiert wird (MAEDA et al.,
2005). Die Anzahl an zirkulierenden T-Lymphozyten, die CCR4 auf ihrer
Oberflache exprimieren, war bei einem Vergleich zwischen allergischen Hunden
und gesunden Hunden in ersterer Gruppe deutlich hoher (MAEDA et al., 2004).

Waéhrend einer allergischen Dermatitis werden sowohl CD4+ als auch CD8+
Lymphozyten rekrutiert, obwohl die dermalen CD4+ T-Lymphozyten iberwiegen
(OLIVRY et al., 1997; SINKE et al., 1997). Die Entziindungsreaktion weist eine
biphasische Polarisation von CD4+ T-Zellen auf (NUTTALL et al., 2002;
MARSELLA etal., 2012). In der akuten Phase der Entziindung liegt typischerweise
eine Th2-dominierte Immunantwort vor, welche durch eine Produktion von IL-4,
IL-5 und IL-13 durch die Lymphozyten gepragt ist (OLIVRY et al., 1999;
MARSELLA et al, 2006c). Diese Mediatoren rekrutieren weitere
Entzindungszellen an den Ort des Geschehens und sorgen auflerdem fiir eine
Aktivierung von B-Lymphozyten, die dazu angeregt werden IgE zu produzieren
(MAJEWSKA et al., 2016). In lasionaler atopischer Haut, und somit in einer
chronischen allergischen Entziindung, liegt eine gemischte Th1- und Th2-Antwort
vor, bei der sowohl Thl-Zytokine wie IL-2, IFNy und TNF-o als auch Th2-
Zytokine wie IL-4 exprimiert werden (NUTTALL etal., 2002; SCHLOTTER etal.,
2011).

Ein weiteres Zytokin, welches eine Rolle in der Pathogenese der cAD, insbesondere
im Hinblick auf den damit einhergehenden Juckreiz zu spielen scheint, ist 1L-31.
Eine Verabreichung von IL-31 an Hunde fuhrte innerhalb einer kurzen Zeit zu
Juckreiz und in der Mehrheit der Studienpopulation mit cAD konnte 1L-31, im
Gegensatz zu den gesunden Kontrolltieren, im Serum nachgewiesen werden
(GONZALES et al., 2013). Eine weitere Studie zeigte, dass Th2-polarisierte T-

Zellen unter dem Einfluss von Allergenen und bakteriellen Endotoxinen, wie sie
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beispielsweise im Rahmen einer haufig vorkommenden bakteriellen
Sekundarinfektion auftreten konnen, IL-31 produzieren (MCCANDLESS et al.,
2014). IL-31-Rezeptoren konnten nicht nur bei Monozyten und Keratinozyten,
sondern auch in neuronalen Zellen der Spinalganglien nachgewiesen werden, was
vermuten l&sst, dass IL-31 einen direkten Effekt auf diese Zellen und damit auf die
Reizleitung eines Juckreiz-Signals zum Ruckenmark ausiiben  kann
(MCCANDLESS et al., 2014). Eine aktuelle Studie untersuchte IL-31-
Serumspiegel bei experimentell sensibilisierten Hunden (MARSELLA et al.,
2018). Nach Allergenkontakt und der damit einhergehenden aufflammenden
Entzindung konnte an Tag 28 eine signifikante positive Korrelation zwischen
Serum-IL-31 und dem Schweregrad der Dermatitis beobachtet werden
(MARSELLA et al., 2018). Fir eine weitere Abklarung des Einflusses von IL-31
auf allergische Dermatitis und Juckreiz werden weitere Untersuchungen benétigt
(MARSELLA etal., 2018).

Die Rolle von CD8+ Lymphozyten in der Pathogenese der cAD ist bis jetzt noch
nicht geklart, es wurden jedoch erhéhte Zahlen im Blut und in der Haut atopischer
Hunde nachgewiesen (JASSIES-VAN DER LEE et al., 2014; MAJEWSKA et al.,
2016). AulRerdem waren CD8+ Lymphozyten, genau wie CD4+ T-Zellen, in der
Lage Zytokine wie IL-13, IL-22 und IFNy zu produzieren (JASSIES-VAN DER
LEE et al., 2014).

Eine weitere Untergruppe der T-Zellen mit einer vermuteten, aber bisher
ungeklarten Rolle in der Entwicklung einer cAD stellen die regulatorischen T-
Zellen (Tregs) dar (PUCHEU-HASTON et al., 2015b; HAUCK et al., 2016). Sie
spielen eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Homgostase des Immunsystems,
da sie durch ihre regulatorischen Fé&higkeiten tberschielende Immunantworten
verhindern kdnnen (SAKAGUCHI et al., 2009; WING und SAKAGUCHI, 2010).
Abweichungen im Vorkommen oder der Funktion dieser regulatorischen Zellen in
der Pathogenese von allergischen Erkrankungen sind somit denkbar (HAUCK et
al., 2016). Eine Kldrung des Beitrags von Tregs in allergischen Erkrankungen wird
dadurch erschwert, dass fur sie kein allgemeingltiger Phé&notyp definiert ist
(PUCHEU-HASTON et al., 2015b). So wurden bereits unterschiedliche
Kombinationen der Expression von CD4, CD25 und Forkhead-Box-Protein P3
(FOXP3) (CD4+ CD25+, CD4+ FOXP3+ oder CD4+ CD25+ FOXP3+) zur
Charakterisierung von Tregs herangezogen (HAUCK et al., 2016). Eine Studie
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zeigte, dass bei atopischen Hunden unter Allergen (-spezifischer) Immuntherapie
der prozentuale Anteil an CD4+ FOXP3+ T-Zellen im peripheren Blut im Verlauf
einer erfolgreichen Therapie angestiegen ist (KEPPEL et al., 2008a). In vitro wurde
nachgewiesen, dass CD4+ CD25+ FOXP3+ Zellen aus dem peripheren Blut von
Hunden in der Lage waren, die Proliferation von CD4+ T-Zellen zu unterdriicken
(PINHEIRO et al., 2011). Wahrend eine Studie bei dem Vergleich von gesunden
und chronisch atopischen Hunden keinen Unterschied in der Verteilung von
CD4+ CD25+ FOXP3+ T-Zellen zwischen lasionaler atopischer, nicht-lasionaler
atopischer und gesunder Haut feststellen konnte (JASSIES-VAN DER LEE et al.,
2014), haben andere Studien einen erhohten prozentualen Anteil solcher Tregs im
Blut atopischer Hunde festgestellt (BECCATI et al., 2016; HAUCK et al., 2016;
MAJEWSKA etal., 2016). Die Menge regulatorischer T-Zellen korrelierte bei einer
Untersuchung moderat, aber statistisch signifikant mit dem Schweregrad der
Entzindung (HAUCK et al., 2016). Trotz der erhdhten Anzahl regulatorischer T-
Zellen konnte in zwei der drei Studien kein protektiver Effekt nachgewiesen
werden, was die Frage aufwirft, ob die regulatorische Funktion der Zellen bei
Patienten mit cAD mdglicherweise beeintrachtigt ist (HAUCK et al., 2016;
MAJEWSKA et al., 2016).

AbschlieBend kann die Rolle des Immunsystems in der Pathogenese der cAD
vereinfacht so dargestellt werden: In genetisch préadisponierten Hunden konnen
Allergene die Epidermis durchdringen und treten in Kontakt mit dendritischen
Zellen und Langerhans-Zellen. Nach Prozessierung des Allergens wandern die
Antigen-présentierenden Zellen in regionale Lymphknoten und induzieren in
naiven T-Lymphozyten eine Th2-Polarisierung. Die tGbermaRige Produktion von
Th2-Zytokinen flhrt zu einer gesteigerten allergenspezifischen IgE-Produktion
durch B-Lymphozyten und auBerdem zur Rekrutierung von Entziindungszellen wie
eosinophilen Granulozyten und Mastzellen. Bindet IgE nun an kutane Mastzellen,
so degranulieren diese und geben Entziindungsmediatoren ins Gewebe ab.
Zusammen mit den Zytokinen, die von in die Haut migrierenden Lymphozyten
produziert werden, fiihren diese Mediatoren zu einer allergischen Dermatitis. Durch
Juckreiz und Selbsttraumatisierung kommt es haufig zu Sekundérinfektionen, was
in der chronischen Phase der Entziindung zu der Entwicklung einer gemischten
Th1- und Th2-Immunantwort fihrt (MARSELLA et al., 2012).
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2.1.2.3. Hautbarriere

Die historische Auffassung der Pathogenese der atopischen Dermatitis, auch als
»Inside-Outside* Theorie bezeichnet, beruht darauf, dass eine angeborene
Abweichung des Immunsystems zu einer abnormalen Immunantwort auf
normalerweise harmlose Antigene fuhrt (WOLF und WOLF, 2012). Eine neuere
Theorie, die ,,Outside-Inside* Theorie, behandelt eine defekte Hautbarriere bei
atopischen Patienten als Grundpfeiler der Krankheitsentstehung (ELIAS et al.,
2008). Demnach flhrt eine beeintrachtigte Funktion der Hautbarriere zu einer
erleichterten Penetration von Allergenen durch die Epidermis, wodurch es einen
vermehrten Kontakt zwischen Allergenen und epidermalen Immunzellen gibt, der
dann zu einer tberschieRBenden Stimulation der lokalen Immunantwort fiihrt. Dieser
exzessive Reiz l6st wiederum die Freisetzung multipler Entzindungsmediatoren
aus, die letztlich zu einer weiteren Verschlechterung der Hautbarriere fiihren
(ELIAS et al., 2008; WOLF und WOLF, 2012). Es entsteht also ein Circulus
vitiosus. Ob die Krankheit mit einem Barrieredefekt oder einer Immunaberration

beginnt, ist abhdngig vom jeweiligen Patienten.

Das Stratum corneum (SC), die duRerste Schicht der Epidermis, stellt eine
physikalische Barriere zum Schutz der Haut dar. Der Aufbau dhnelt der einer
Mauer, die aus Steinen besteht, welche durch Mortel zusammengehalten werden.
Im SC stellen die Korneozyten die Bausteine dar, die in eine Matrix aus Lipiden,
den Mortel, eingebettet sind (NISHIFUJI und YOON, 2013). Ein unbeschadigtes
SC, insbesondere die Lipidkomponente, ist wichtig fur die Aufrechterhaltung einer
funktionierenden Hautbarriere (DE JAGER et al., 2006). Die Lipidschichten
bestehen Uberwiegend aus freien Fettsduren, Cholesterol und Ceramiden, wobei
Letztere im menschlichen SC prozentual dominieren und eine entscheidende Rolle
in der Funktion der Hautbarriere spielen (CHOI und MAIBACH, 2005;
MASUKAWA et al., 2009). Die sogenannten interzellularen Lipidlamellen stellen
eine von den Lipidbestandteilen gebildete, umfassende, kontinuierliche und hoch
organisierte mehrschichtige Struktur dar (KWOCHKA, 1993; WERTZ, 2000). Bei
Menschen mit AD konnte eine beeintrachtigte Funktion der epidermalen
Hautbarriere durch Messung eines erhohten transepidermalen Wasserverlusts
(TEWL) nachgewiesen werden (LINDE, 1992). Die mangelhafte Funktion war mit
Abweichungen im epidermalen Lipidstoffwechsel und der zu geringen Freisetzung

der Lipide aus den Lamellenkdrpern des Stratum granulosums assoziiert, was in
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einer reduzierten Menge an Ceramiden sowohl in l&sionaler als auch nicht-
lasionaler Haut resultierte (HARA et al., 2000; VAN SMEDEN und BOUWSTRA,
2016). AuBerdem wurde bei Patienten mit AD eine geringere Anzahl an
Lipidlamellen, die weiterhin ein abweichendes Aussehen aufwiesen, im Vergleich
mit gesunder Haut gefunden (VAN SMEDEN und BOUWSTRA, 2016).

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei Studien zum Einfluss einer defekten
Hautbarriere beim Hund in der Pathogenese der cAD nachgewiesen (SANTORO et
al., 2015). Eine entscheidende Bedeutung der Hautbarriere fur die Entwicklung
einer cAD wurde weiterhin durch die Erkenntnis demonstriert, dass von allen drei
Arten der Allergenexposition (oral, inhalativ und perkutan) die perkutane Route die
wichtigste Rolle zu spielen scheint (MARSELLA et al., 2006b). Eine defekte
Hautbarriere kann somit zu einer erhdhten Durchlassigkeit fur Antigene sorgen und
damit zur allergischen Sensibilisierung beitragen (SANTORO et al., 2015). Eine
der frihesten Studien, die strukturelle Unterschiede in der Epidermis von Hunden
mit atopischer Dermatitis und von gesunden Hunden untersucht haben, stellte eine
stark unregelméBige Ablagerung der epidermalen Lipidlamellen bei atopischen
Hunden fest (INMAN et al., 2001). Zusétzlich zu einer diskontinuierlichen
Ablagerung zeigten die Lamellen in nicht-lasionaler atopischer Haut haufig eine
abnormale Struktur, die sich insbesondere in einer reduzierten Dicke der
interzellularen Lipidansammlungen manifestierte (INMAN et al., 2001). Diese
Ergebnisse wurden spéater bestatigt und es wurde postuliert, dass die lokale
Anwendung eines Hautlipidkomplexes zu einer Verbesserung der Hautbarriere
fihren kann (PIEKUTOWSKA et al., 2008). Eine folgende Studie untersuchte die
Haut gesunder und atopischer Beagles vor und nach Allergenkonfrontation
(MARSELLA et al., 2010). Wahrend das Stratum corneum bei gesunden Hunden
kompakte und gut organisierte Lipidlamellen aufwies, zeigten sich bei atopischen
Hunden, auch schon vor Allergenkonfrontation, deutliche Unterschiede in der
Organisation der Lamellen mit groRen interzelluldren Rdumen, die mit abnormalem
Lipidmaterial geftllt waren. Die Struktur verschlechterte sich nach Konfrontation
mit Hausstaubmilbenallergenen bei atopischen Hunden weiter, wahrend keine
deutliche Veranderung bei gesunden Hunden festgestellt werden konnte
(MARSELLA etal., 2010). Genau wie beim Menschen wurde bei Hunden mit cAD
ein erniedrigter Gehalt an Ceramiden im SC nachgewiesen (REITER et al., 2009;
YOON et al., 2011; POPA et al., 2012; CHERMPRAPAI et al., 2018). Abgesehen
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von einem niedrigeren Gesamtgehalt an Ceramiden wurden in zwei Studien drei
Ceramid-Unterklassen in reduzierten Mengen in nicht-lasionaler und l&sionaler
atopischer Haut gefunden (REITER et al., 2009; YOON et al., 2011). Es handelt
sich hierbei um Ceramid 1 (CER[EOS]), Ceramid 3 (CER[NP]) und Ceramid 9
(CER[EOP]). Des Weiteren war die Menge an Cholesterol und das Verhéltnis von
Cholesterol zu Ceramiden bei atopischen Hunden deutlich erhéht (REITER et al.,
2009). Die erhohte Cholesterol-Produktion kann als Versuch des Korpers, die
Barrierefunktion wieder herzustellen, interpretiert werden, da eine gesteigerte
Synthese als Reaktion auf einen erhdhten TEWL oder Stérungen der
Barrierefunktion nachgewiesen wurden (FEINGOLD et al., 1986). Eine aktuelle
Studie, die die Lipidzusammensetzung und Lipidorganisation im SC von
atopischen und gesunden Hunden untersuchte, stellte eine niedrigere Anzahl an
freien Fettsduren und ein reduziertes Verhéltnis von C44- zu C34-Ceramiden in
lasionaler Haut fest (CHERMPRAPALI et al., 2018). ,,C44“ und ,,C34“ beschreibt
die Gesamtzahl an Kohlenstoffatomen des Sphingosin-Anteils und der nicht-
hydroxylierten Acyl-Ketten der Ceramide. Unterschiede in der prozentualen
Verteilung von Cholesterol und Ceramiden, auch im Hinblick auf Ceramid-
Unterklassen, wurden nicht nachgewiesen. Die Veranderungen in der
Lipidzusammensetzung hatten Auswirkungen auf die strukturelle Organisation der
Lipide. Im SC der atopischen Hunde wurde ein reduzierter Anteil an Lipiden, die
eine orthorhombische Anordnung aufwiesen, festgestellt. Die orthorhombische
Anordnung der Lipide in den Lamellen stellt eine sehr dichte Verpackung im
Vergleich zu der weniger dichten hexagonalen Anordnung dar, die vermehrt in
atopischer Haut gefunden wurde. Vermutlich begunstigen der reduzierte Anteil an
freien Fettsduren und die Reduktion der Kettenlange der Ceramide eine hexagonale
Anordnung der Lipide, die wiederum zu einer zerritteten Konformation der
Lamellen und einer verschlechterten Funktion der Hautbarriere fuhrt. Aullerdem
konnten Hinweise dafiir gefunden werden, dass die Menge an C34-Ceramiden mit
dem Schweregrad der Erkrankung korreliert (CHERMPRAPAI et al., 2018).

Die beobachteten Verédnderungen der Lipidkomponente konnen den erhdhten
TEWL erklaren, der bei atopischen Hunden festgestellt wurde und der proportional
mit dem Schweregrad der Beschddigung des SC steigt (SHIMADA et al., 2008;
SHIMADA et al., 2009; HIGHTOWER et al., 2010).
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Neben den fettigen Anteilen des SC spielen auch Proteine eine wichtige Rolle fir
die Aufrechterhaltung der Hautbarriere (MARSELLA et al., 2011; THYSSEN und
KEZIC, 2014). Filaggrin und seine Metaboliten z&hlen zu den meist erforschten
Proteinen, da sie essentiell fir die Funktion der Hautbarriere, die Hydratation und
die Homoostase des SC sind (MARSELLA et al., 2011; NISHIFUJI und YOON,
2013). Filaggrin entsteht aus der Spaltung des Vorlauferproteins Profilaggrin, und
wird folgend durch proteolytische Spaltung in freie Aminoséuren und kleine
Peptide, auch ,,Natural Moisturizing Factors* genannt, metabolisiert (THYSSEN
und KEZIC, 2014). Beim Menschen konnte nachgewiesen werden, dass
Mutationen des Filaggrin-Gens zu den wichtigsten Risikofaktoren fiir eine AD
gehoren (OSAWA et al., 2011). In einer Studie zu moglichen Mutationen des
Filaggrin-Gens bei WHWT mit cAD konnte, im Gegensatz zum Menschen, keine
erhebliche ursachliche Rolle festgestellt werden (BARROS ROQUE et al., 2009).
Mutationen mit Funktionsverlust des Filaggrin-Gens spielen mdglicherweise eine
Rolle bei bestimmten Rassen bestimmter geografischen Lokalisationen, ein
allgemeiner Einfluss liel? sich allerdings nicht bestatigen (CHERVET et al., 2010;
WOOD et al., 2010). Abweichungen im Filaggrin-Metabolismus und der Filaggrin-
Expression konnten allerdings bei Hunden mit cAD nachgewiesen werden, was
dem Protein eine potentielle Rolle in der Pathogenese der cAD einrdumt
(CHERVET et al., 2010; SANTORO et al., 2013; MARSELLA et al., 2016;
FANTON et al., 2017). Eine gesteigerte mRNA-Expression von Filaggrin bei
atopischen Hunden wurde in zwei Studien gefunden, wobei in einer der Studien
nach Allergenkonfrontation trotz signifikanten Anstiegs der mRNA-Expression
kein &quivalenter Anstieg der Proteinexpression festgestellt werden konnte
(THEERAWATANASIRIKUL et al., 2012; SANTORO et al., 2013). Das spricht
mdoglicherweise fur einen gesteigerten Abbau von Filaggrin, auf den die Haut mit
einer gesteigerten mMRNA-Expression reagiert. Eine erniedrigte Filaggrin-
Expression konnte auch in einer anderen Untersuchung festgestellt werden
(CHERVET et al., 2010). Im Vergleich zur gesunden Haut, wo eine homogene
Verteilung von Filaggrin im Stratum granulosum und Stratum corneum vorlag,
wurde anhand von Immunfluoreszenz bei atopischen Hunden eine fleckige
Anordnung nachgewiesen (SANTORO et al., 2013). Die Expression von Calpain-
1, Caspase-14 und Matriptase, drei Enzymen, die in den Filaggrin-Metabolismus
involviert sind, war in einer Studie eines Hundemodells der AD in nicht-lasionaler
atopischer Haut hoher als bei gesunden Kontrolltieren (FANTON et al., 2017). Die
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Resultate lassen auf einen abnormalen Filaggrin-Katabolismus schlieRen. In einer
anderen Untersuchung wurden widerspriichliche Ergebnisse festgestellt, dort wurde
eine reduzierte Expression von Caspase-14 nachgewiesen (MARSELLA et al.,
2016). Abweichungen des Filaggrin-Stoffwechsels tragen somit mdglicherweise
zur Entwicklung einer defekten Hautbarriere bei atopischen Hunden bei, die dann
wiederum durch verstarkte Allergenpenetration zu einer verstarkten Entziindung
flhrt.

Es ist bisher unbekannt, ob die nachweisbaren Abweichungen der Hautbarriere in
CAD primdr oder sekundér als Folge der Entzundungsreaktionen auftreten
(OLIVRY, 2011; STAHL et al., 2012; SANTORO et al., 2015). Die Erkenntnisse,
dass eine veranderte Hautbarriere auch in nicht-lasionaler Haut nachgewiesen
wurde, beflirwortet einen der cAD zugrunde liegenden priméren Defekt (REITER
et al., 2009). Zu berucksichtigen ist hierbei, dass in klinisch nicht-l&sionaler Haut
dennoch eine geringgradige Entziindung vorliegen kann (SANTORO et al., 2015).

2.1.2.4. Zusatzliche Faktoren

2.1.2.4.1. Futterantigene

Beim Menschen, insbesondere bei Kindern, ist eine atopische Dermatitis haufig mit
einer Lebensmittelallergie assoziiert (HERATIZADEH et al., 2011). Auch bei
Hunden besteht Grund zur Annahme, dass Patienten mit einer klassischen AD,
hervorgerufen durch Umweltantigene, auch zu einer Dermatitis neigen, die durch
Futtermittelantigene hervorgerufen wird (PUCHEU-HASTON et al., 2015c¢). In
einer Studie hatten 7 % der atopischen Hunde eine begleitende Futtermittel-
unvertraglichkeit (,,adverse food reaction”, AFR) (ZUR et al., 2002b), wohingegen
andere Studien ergaben, dass von den untersuchten Hunden mit klinischen
Anzeichen einer AD die Pravalenz von AFR zwischen 7,6 und 25 % lag
(CHESNEY, 2002; PICCO et al., 2008; PROVERBIO et al., 2010). AFR kdnnen
sich als atopische Dermatitis manifestieren, und Futterbestandteile kénnen in
sensibilisierten Hunden ein Aufflammen einer AD ausldsen (OLIVRY et al., 2007).
Der Zustand, wenn Futtermittelantigene eine klinische AD auslésen, wird
Futtermittel-induzierte atopische Dermatitis, oder cAD sensu lato (im Gegensatz
zur nicht-Futtermittel-responsiven cAD sensu stricto) genannt (PICCO et al., 2008).
Die Exposition gegeniiber eines Futtermittels auf das ein Hund sensibilisiert wurde,

fahrt zu einem Klinischen Syndrom, das sich nicht von der konventionellen cAD
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unterscheiden lasst (HILLIER und GRIFFIN, 2001b; NODTVEDT et al., 2006b;
OLIVRY etal., 2007; PICCO et al., 2008). Neben den klassischen Anzeichen einer
CAD, wie beispielsweise Juckreiz, Erythem an distalen Gliedmalien, Gesicht,
Bauch und Pinnae, junges Alter bei Krankheitsbeginn und Sekundérlasionen durch
Selbsttraumatisierung, kénnen auch zusatzliche Symptome auftreten. Zu diesen
zahlen unter anderem ein schlechtes Ansprechen auf Glukokortikoide, perianaler
Juckreiz, Seborrhoe oder chronische gastrointestinale Probleme (NODTVEDT et
al., 2006b; VERLINDEN et al., 2006; PICCO et al., 2008). Bei der Futtermittel-
induzierten AD sind zwei Altersverteilungen zum Zeitpunkt des Krankheitsbeginns
Uberreprésentiert: Sehr junge Hunde (unter einem Jahr) und mittelalte bis &ltere
Hunde (sechs Jahre und élter) (CHESNEY, 2002; PICCO et al., 2008;
PROVERBIO et al., 2010). Zu den am haufigsten involvierten Futtermittel-
antigenen zéhlen Rind, Milchprodukte, Huhn und Weizen (ROUDEBUSH, 2013).
Futter-spezifische Serum-IgE-Antikdrper wurden in vielen Studien nachgewiesen,
eine verlassliche Korrelation zwischen Serum-IgE-Konzentrationen und einer
klinischen Exposition gegenuber der Allergene scheint jedoch nicht vorzuliegen
(MUELLER und OLIVRY, 2017; MUELLER und UNTERER, 2018). Im Hinblick
auf Histologie und kutane Genexpression lassen sich viele Ahnlichkeiten zwischen
AFR und cAD feststellen, jedoch gibt es auch einige Abweichungen (OLIVRY et
al., 1997; NUTTALL et al., 2002; SCHLOTTER et al., 2011; VEENHOF et al.,
2011; PUCHEU-HASTON et al., 2015c). Beispielsweise liegt im Falle einer AFR
in der Haut eine Pradominanz von CD8+ T-Lymphozyten vor, die unter
Eliminationsdiat nicht verschwindet, selbst wenn sich eine Verbesserung der
kutanen Symptome einstellt (VEENHOF et al., 2011). Ebenso wurden
Unterschiede in der Expression von STAT4 (Signal transducer and activator of
transcription 4), 1L-10, TNF-o und TARC festgestellt. Die Expression war in cAD
erhoht im Vergleich zu den gesunden Kontrollgruppen, wohingegen kein
Unterschied zwischen gesunder und l&sionaler Haut bei AFR vorlag (NUTTALL et
al., 2002; SCHLOTTER et al., 2011; VEENHOF et al., 2011).

Die Erkenntnisse zeigen eine nahe VVerwandtschaft zwischen der klassischen cAD
und AFR beim Hund auf. Beide Syndrome kdnnen im selben Patienten auftreten,
sie sind aber nicht dieselbe Entitdt und sollten daher differenziert werden
(PUCHEU-HASTON et al., 2015c¢). Zur Abgrenzung einer Futtermittel-induzierten
AD sollte bei Hunden mit klinischem Verdacht auf eine atopische Dermatitis eine
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Eliminationsdiat mit anschlieBender Provokation durchgefiihrt  werden
(MUELLER und UNTERER, 2018).

Manche der klassischen Umweltantigene kdnnen nicht nur perkutan eine klinische
AD hervorrufen, sondern auch dann, wenn sie peroral aufgenommen und verdaut
werden. Man bezeichnet dies als orales Allergiesyndrom (MARSELLA et al.,
2006b; MARSELLA und SARIDOMICHELAKIS, 2010; PUCHEU-HASTON et
al., 2015c).

2.1.2.4.2. Lipide und Lipid-Metabolismus

Frihe Untersuchungen zu mdglichen Unterschieden in Lipidkomposition und -
metabolismus bei Hunden mit AD im Vergleich zu gesunden Hunden ergaben
widerspriichliche Ergebnisse bezliglich der Plasmaspiegel an Linolséure,
Dihomogammalinolensdure und Arachidonsédure (PUCHEU-HASTON et al.,
2015a). Die Interpretation der Ergebnisse ist schwierig, da Serum- und Hautfette
mafgeblich durch die Aufnahme von Fettsauren aus der Futterquelle beeinflusst
werden (CAMPBELL und DORN, 1992). Eine Studie untersuchte die Serum-
Fettsdurespiegel bei Hunden und fand heraus, dass der Gehalt an Linols&ure bei
atopischen Tieren erniedrigt war (SAEVIK et al., 2002). Da die Hunde allerdings
unterschiedliche Fltterung mit unterschiedlichem Gehalt an Fettsduren erhielten,
kann keine Aussage dartiber gemacht werden, ob die Unterschiede von einer
gestorten Absorption, einer geringeren Aufnahme oder einem verénderten
Fettsduremetabolismus herrihren. Wahrend in der genannten Studie keine
reduzierte Desaturase-Aktivitat festgestellt wurde, fand eine andere Studie heraus,
dass in lasionaler atopischer Haut im Vergleich zu nicht-lasionaler und gesunder
Haut die Genexpression der Delta-5-Desaturase deutlich erniedrigt war
(SCHLOTTER et al., 2009). AuRerdem war die Expression der Delta-6-Desaturase
in lasionaler Haut niedriger als in nicht-lasionaler Haut. Lasionale Haut wies zudem
einen hoheren Gehalt an Arachidonsdure, Dihomogammalinolensdure und
Eicosapentaensdure auf (SCHLOTTER et al.,, 2009). Eine Untersuchung der
Lipidzusammensetzung des subkutanen Fettes von Hunden mit und ohne Juckreiz
ergab niedrigere Konzentrationen der langen, mehrfach ungeséttigten Adrensaure
bei Tieren mit Juckreiz als in gesunden Hunden (TAUGBOL et al., 1998). Die
Analyse der Plasmafette zeigte ein haufigeres Vorkommen von Dihomo-
gammalinolensdure im Blut von Hunden mit Juckreiz (TAUGBOL et al., 1998).

Eine weitere Studie untersuchte den Gesamtfettgehalt von Hautbiopsien atopischer
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und gesunder Hunden (ABRAMO et al., 2014). Der Gesamtlipidgehalt war in
atopischer Haut signifikant erniedrigt, wohingegen mehrere Fettsdurederivate mit
entziindungshemmenden Effekten, unter anderem Palmitoylethanolamid, vermehrt
nachgewiesen wurden. Diese Ergebnisse veranlassten die Autoren zu der
Vermutung, dass der erhdhte Gehalt der kutanen Fettsauren eine Reaktion auf die
Entziindung, beziehungsweise einen Versuch des Korpers darstellt, die Entziindung
in der Haut zu lindern (ABRAMO et al., 2014). Die Hautproben der genannten
Studie stammten von unterschiedlichen Regionen des Kdrpers, daher ist es moéglich,
dass die Unterschiede zwischen den Gruppen auf den unterschiedlichen

Lokalisationen anstatt auf dem Krankheitsstatus beruhen.

Eine verlassliche Aussage Uber die Rolle unterschiedlicher Lipidkonzentrationen
oder -zusammensetzungen bei gesunden und atopischen Hunden ist bislang nicht
mdoglich. Die fehlende Standardisierung der Futterquellen in vielen Studien
erschwert die Interpretation der Ergebnisse (PUCHEU-HASTON et al., 2015a).

Sphingosin-1-phosphat (S1P) spielt eine wichtige Rolle in der Homdostase der
Haut. Zum einen ist es in die Aufrechterhaltung der epidermalen Hautbarriere
involviert (BOLLAG, 2003), zum anderen reguliert es den Ein- und Ausstrom von
Entzindungszellen in verschiedenen Geweben (ROVIEZZO et al.,, 2011;
HALOVA et al.,, 2012; RAHMAN et al.,, 2014). Bei Hunden mit atopischer
Dermatitis konnten reduzierte Konzentrationen von S1P in l&sionaler Haut und
Serum gefunden werden (BAUMER et al., 2011). Es wird vermutet, dass S1P
Entzindungszellen in der Haut zuriickhalten kann (RIVERA et al., 2008; ZHI et
al., 2011; MUDD et al., 2013). Das ware insofern relevant, als dass eine erniedrigte
Konzentration oder eine funktionale Schwéche von S1P zu einem erhohten
Transport von aktivierten, Antigen-beladenen dendritischen Zellen in die
regionalen Lymphknoten fiihren kann. Damit wird die Entwicklung einer
Sensibilisierung moglicherweise erleichtert (PUCHEU-HASTON et al., 2015a).

Leukotriene kdnnen ebenfalls in der Pathogenese der cAD involviert sein. Im
Vergleich zu gesunden Hunden wurde in der Haut von Atopikern eine signifikant
hohere mRNA-Expression von 5-Lipoxygenase und 5-Lipoxygenase-
aktivierendem Protein nachgewiesen. Das Enzym ist wichtig fur die Synthese von
Leukotrienen, die als Entziindungsmediatoren dienen (SCHLOTTER et al., 2010).
Atopische Haut hatte auBerdem ein hoheres Vorkommen von Leukotrien-A4-

Hydrolase, einem Enzym, das Leukotrien A4 in Leukotrien B4, einen
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chemotaktischen Faktor flr neutrophile und eosinophile Granulozyten, umwandelt
(KIRSCH et al., 1988; MARSELLA, 2001; SCHLOTTER et al., 2010). Eine
Studie, die die Konzentrationen von Sulfido-Leukotrienen in lasionaler, nicht-
lasionaler und gesunder Haut von Hunden untersuchte, konnte keine deutlichen
Unterschiede zwischen den Gruppen oder eine Korrelation mit klinischen
Anzeichen feststellen (MARSELLA und NICKLIN, 2001a).

Zum aktuellen Zeitpunkt liegen zu wenige Erkenntnisse vor, um einen klaren
Schluss Uber die Rolle der Leukotriene bei cAD zu ziehen (PUCHEU-HASTON et
al., 2015a).

2.1.2.4.3. Sekundarinfektionen

Hunde mit atopischer Dermatitis leiden haufig an sekundaren Hautinfektionen,
insbesondere mit Staphylococcus pseudintermedius und Malassezia pachydermatis
(SANTORO et al., 2015). Der Zusammenhang zwischen Hautinfektionen und einer
Verschlechterung der klinischen Symptome einer cAD ist komplex und nicht
vollstandig bekannt. Es liegen jedoch einige Erkenntnisse vor, die einen Einfluss
der Mikroorganismen auf das Tragertier und sein Immunsystem vermuten lassen.
Bei allergischen Hunden wurde eine signifikant hthere Kolonisation der Haut mit
Staphylokokken nachgewiesen (MASON und LLOYD, 1989). Mdglicherweise
besteht dabei ein Zusammenhang mit der deutlich hoheren Anhaftung von S.
pseudintermedius an Keratinozyten von atopischen im Vergleich zu gesunden
Hunden, die in weiteren Studien festgestellt wurde (MCEWAN, 2000; SIMOU et
al., 2005). Die Kolonisation von S. pseudintermedius bei atopischen Hunden in
klinischer Remission unter Kortisontherapie unterschied sich in einer anderen
Studie jedoch nicht von derjenigen gesunder Hunde (G. HARVEY und C. NOBLE,
2008). Eine vergleichende Untersuchung des Mikrobioms atopischer und gesunder
Hunde ergab, trotz hoher individueller Unterschiede, dass atopische Haut eine
niedrigere Speziesvielfalt als gesunde Haut aufwies, welche eine groRe Diversitét
mikrobieller Spezies zeigte (RODRIGUES HOFFMANN et al., 2014). Es wurde
nachgewiesen, dass Staphylokokken-Proteine eine beeintréchtigte Hautbarriere
durchdringen kénnen und dann zu einer Aktivierung des Immunsystems fihren
(LLOYD etal., 2007). Die Degranulation von Mastzellen fiihrt zu einer verstérkten
perkutanen Absorption bakterieller Antigene, die dann wiederum eine
Immunantwort auslésen. So kommt es zu einer Verschlimmerung des Zustandes
(MASON und LLOYD, 1989). Bakterielle Bestandteile, die als Antigene fungieren
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kdnnen, werden von Toll-like-Rezeptoren erkannt, was im Falle von caninen
Keratinozyten zu einer gesteigerten Produktion von TSLP fuhrt (KLUKOWSKA-
ROTZLER et al., 2013). TSLP wiederum fihrt zu einer Aktivierung von DC und
zu einer verstarkten Th2-Polarisierung. Eine humorale Immunantwort in Form
einer IgE-Produktion bei Hunden mit Staphylokokken-Pyodermie konnte zwar
nachgewiesen werden (MORALES et al., 1994), die Rolle der Antikdrperbildung
in der Pathogenese der cAD ist allerdings unklar (SANTORO et al., 2015).
Ebenfalls ungeklart ist die Rolle von Staphylokokken-Exotoxinen, die
mdoglicherweise als Superantigene fungieren, und so zu einer unselektiven
Aktivierung einer grolRen Anzahl an T-Lymphozyten fihren kénnen (SANTORO
etal., 2015).

Eine Kolonisation der Haut atopischer Hunde mit Malassezia pachydermatis kann
sehr haufig nachgewiesen werden, sie ist allerdings nicht zwingend mit klinischen
Anzeichen assoziiert (NARDONI et al., 2007). Bei dem Vergleich der Haufigkeit
des Vorkommens von Malassezia spp. bei gesunden und atopischen Hunden wurde
festgestellt, dass die Hefepilze auf der Haut atopischer Hunde wesentlich haufiger
zu finden waren als auf gesunder Haut (NARDON! et al., 2004). Im Gegensatz dazu
zeigte eine andere Studie keinen Unterschied in der Haufigkeit der Kolonisation mit
M. pachydermatis zwischen Ohren gesunder und allergischer Hunde (CAMPBELL
et al., 2010). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass nicht die Kolonisation an sich
relevant ist, sondern andere Faktoren wie die Dichte der Kolonisation, die
Heterogenitat der Population oder die Haufigkeit von Infektionen eine Rolle spielen
(SANTORO et al., 2015). Bei der Genotypisierung von M. pachydermatis-Isolaten
gesunder und atopischer Haut wurden auf gesunder Haut sehr unterschiedliche
Isotypen nachgewiesen, wohingegen auf der Haut atopischer Hunde eine fast
monomorphe Population vorlag (KOBAYASHI et al., 2011). Der dominierende
Isotyp 3D zeigte die hochste Produktion an Phospholipase A2, einem Enzym, das
die epidermale Hautbarriere beeintrachtigen kann. Die Hypothese, Malassezien
koénnen durch die Produktion von Phospholipasen die Integritat der Hautbarriere
beeinflussen und somit zur Pathogenese der cAD beitragen, wurde bereits von
anderen Autoren gedullert (CAFARCHIA und OTRANTO, 2004; MACHADO et
al., 2010). Die beiden Studien zeigten, dass die auf lasionaler atopischer Haut
gefundenen Malassezien haufiger Phospholipasen produzierten als die Isolate von

gesunder Haut. Neben der Produktion von Phospholipasen stimulierten
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Malassezien in humanen Keratinozyten die Expression proinflammatorischer
Zytokine (IL-6, IL-8, TNF-0) und trugen dadurch mdglicherweise zu einer
Dermatitis bei (WATANABE et al., 2001). Einige Studien zeigten, dass M.
pachydermatis auch als klassisches Allergen in der cAD dienen kann (BOND et al.,
2002; CHEN et al., 2002; MORRIS et al., 2002). Es konnte sowohl eine Produktion
von spezifischem Serum-IgE (CHEN et al., 2002) und eine positive intradermale
Hautreaktion (BOND et al., 2002) als auch eine zell-mediierte Immunantwort
(MORRIS et al., 2002) auf Malassezien ausgeltst werden. Es scheint also, dass
Malassezien auf direktem Weg, durch Produktion entziindungsférdernder
Mediatoren und auf indirekte Weise, als konventionelles Allergen, zu einer cAD-
assoziierten Entzindung beitragen kénnen (SANTORO et al., 2015). Auch eine
Malassezia-spezifische Immuntherapie wurde bei Hunden schon erfolgreich
durchgefuhrt (ABERG et al., 2017).

2.1.3. Klinisches Bild

Die ersten klinischen Anzeichen fir eine AD beim Hund treten meist in jungen
Lebensjahren zwischen sechs Monaten und drei Jahren auf (GRIFFIN und
DEBOER, 2001). Das durchschnittliche Alter zu Krankheitsbeginn lag in multiplen
Studien zwischen 1,7 und 2,7 Jahren (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999;
TARPATAKI et al., 2006; PICCO et al., 2008; FAVROT et al., 2010; JAEGER et
al., 2010; WILHEM et al., 2011; BRUET et al., 2012). Franzdsische Bulldoggen
und Shar-Peis scheinen friiher betroffen zu sein als andere Rassen (WILHEM et al.,
2011). Eine Saisonalitat der Symptome trat in &lteren Studien bei 42 - 75 % der
untersuchten Patienten auf, wobei das Auftreten der Symptome stark von den
involvierten Allergenen abhéngig ist (GRIFFIN und DEBOER, 2001). Neuere
Studien berichten eine Saisonalitat der Anzeichen bei 15 - 62 % der Hunde (ZUR
etal., 2002b; TARPATAKI et al., 2006; PICCO et al., 2008; FAVROT et al., 2010;
WILHEM et al., 2011; BRUET et al.,, 2012; BIZIKOVA et al., 2015b). Bei
vorliegender Saisonalitat war am haufigsten der Zeitraum von Frihling bis Herbst
betroffen (ZUR et al., 2002b; PICCO et al., 2008; BRUET et al., 2012). Im Laufe
der Erkrankung entwickelt die Mehrheit der Patienten mit initial saisonalen
Symptomen auch nicht-saisonale klinische Anzeichen (GRIFFIN und DEBOER,
2001).

Eines der Hauptsymptome der cAD ist Juckreiz, der meist vor anderen klinischen
Anzeichen auftritt und in der Regel Kortikosteroid-responsiv ist (FAVROT et al.,



I1. Literaturlibersicht 67

2010; WILHEM et al., 2011; BRUET etal., 2012). Der Juckreiz tritt typischerweise
in folgenden Korperregionen auf: Gesicht (27 - 57 %), Ohren (48 - 60 %),
Pfoten/distale Extremitéten (62 - 81 %) und Bauch (39 - 66 %) (ZUR et al., 2002b;
TARPATAKI et al., 2006; PICCO et al., 2008; FAVROT et al., 2010; JAEGER et
al., 2010; WILHEM et al., 2011; BRUET et al., 2012). Bei 38 % der Patienten sind
die Beugeseiten der Extremitdten ebenfalls betroffen (FAVROT et al., 2010;
WILHEM et al., 2011), der Juckreiz kann allerdings auch generalisiert auftreten
(GRIFFIN und DEBOER, 2001). Einige Hunde zeigen initial neben Juckreiz keine
sichtbaren klinischen Lé&sionen, weshalb dieser Juckreiz auch ,,Pruritus sine
materia“ genannt wird (FAVROT et al., 2010). Die Primérlasion der cAD ist das
Erythem (GRIFFIN und DEBOER, 2001; BIZIKOVA et al., 2015b).

Infolge des chronischen Juckreizes, der damit einhergehenden Selbst-
traumatisierung, der chronischen Entziindung sowie auftretender Sekundar-
infektionen weisen viele Patienten h&ufig Sekundérlasionen auf (GRIFFIN und
DEBOER, 2001). Hierzu zédhlen Exkoriationen, Alopezie, Hyperpigmentierung,
rot-braunliche Speichelverfarbungen des Fells sowie Lichenifikation. Betroffen
sind Uberwiegend dieselben Stellen, die auch von Juckreiz betroffen sind (Gesicht,
Schnauze, Ohren, Pfoten, Beugeseiten der Extremitaten, Achseln, Bauch,
Oberschenkelinnenseiten, Inguinalregion) (GRIFFIN und DEBOER, 2001). Die
pradisponierten Korperregionen koénnen sich rassespezifisch unterscheiden
(WILHEM et al., 2011). Etwa die Halfte der Patienten leidet an einer Otitis externa
(FAVROT etal., 2010). AuBerdem kdnnen Bindehautentziindungen (TARPATAKI
et al., 2006; PICCO et al., 2008; FAVROT et al., 2010; WILHEM et al., 2011),
Pododermatitiden und Seborrhoe auftreten (GRIFFIN und DEBOER, 2001;
BIZIKOVA et al., 2015b). Viele Hunde mit cAD leiden unter Sekundéarinfektionen,
so konnten bei 28 - 33 % der untersuchten Patienten eine Infektion mit Hefepilzen
und bei 55-66% eine Infektion mit Bakterien nachgewiesen werden
(TARPATAKI et al., 2006; PICCO et al., 2008; FAVROT et al., 2010; WILHEM
etal., 2011).

Im Jahr 2010 wurden zwei verschiedene Kombinationen diagnostischer Kriterien
anhand von 1096 Patientendaten aus 15 L&ndern weltweit erstellt, die bei der
Diagnosestellung der cAD helfen sollen (FAVROT et al., 2010). Werden fiinf der
genannten Kriterien erflllt, so liegt die Sensitivitét fur das VVorliegen einer AD bei
85 % und die Spezifitat bei 79 %. Das erste Set beinhaltet die folgenden Kriterien:
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Alter bei Krankheitsbeginn unter drei Jahren, Lebensraum hauptséachlich in
geschlossenen Rdumen, Kortikosteroid-responsiver Juckreiz, chronische oder
wiederkehrende Hefepilzinfektionen, betroffene Vorderpfoten, betroffene Pinna,
nicht betroffene Ohrrénder sowie eine nicht betroffene dorso-lumbale Region. Das
zweite Set setzt sich zusammen aus dem Alter bei Krankheitsbeginn unter drei
Jahren, Lebensraum hauptsachlich in geschlossenen Rdumen, Pruritus sine materia
bei Krankheitsbeginn, betroffene VVorderpfoten, betroffene Pinna, nicht betroffene
Ohrrander sowie eine nicht betroffene dorso-lumbale Region.

Zur Einteilung des Schweregrades und der Ausbreitung von Lasionen gibt es zwei
aktuelle validierte Scoring-Systeme, die dabei helfen den aktuellen Zustand eines
Patienten zu bewerten und den Krankheitsverlauf unter Therapie objektiv beurteilen
zu kénnen (PLANT et al., 2012; OLIVRY et al., 2014).

Das erste System ist der ,,Canine Atopic Dermatitis Lesion Index*, auch CADLI
genannt (PLANT et al., 2012). Es bezieht sich auf die funf am hdaufigsten
betroffenen Regionen des Korpers, namlich Kopf und Ohren, Vorderpfoten,
Hinterpfoten, ventraler Brustkorb und Achseln sowie ventraler Bauch und
Inguinalregion. Sechs Arten von Lé&sionen sind auf zwei Gruppen aufgeteilt, so
gehéren die akuten Veranderungen Erythem, Exkoriation und Erosion zu einer
Gruppe, wohingegen die chronischen Verdanderungen Alopezie, Lichenifikation
und Hyperpigmentierung die andere Gruppe darstellen. Je nach Schweregrad der
Lasionen werden fiir jede Korperregion je Gruppe Punkte von 1 -5 vergeben,
wobei der Schweregrad mit steigender Punktzahl zunimmt. Die Punkte werden
abschlieRend addiert und ergeben den CADLI des untersuchten Patienten (PLANT
etal., 2012).

Das zweite System ist die vierte Version des ,,Canine Atopic Dermatitis Extent and
Severity Indexes, auch als CADESI-4 bezeichnet (OLIVRY et al., 2014). Hier
liegt der Schwerpunkt auf 20 typischerweise betroffenen Korperstellen, wobei bei
symmetrischen Regionen, wie beispielsweise den Achseln, die rechte und die linke
Achsel als eigenstdndige Region aufgelistet werden. Begutachtet werden die
Lippen, Pinnae, Achseln, Vorderpfoten, Hinterpfoten, Ellbogen, Kkarpale
Beugeseiten, Flanken, der Inguinalbereich, der ventrale Bauch, die Genitalien
sowie die ventrale Schwanzbasis. Es wurden drei Ldsionen zur Beurteilung
ausgewdhlt: das Erythem als Indikator einer akuten Entziindung, die

Lichenifikation als Zeichen einer chronischen Entziindung sowie eine Kombination
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aus Alopezie und Exkoriation als Ausdruck des herrschenden Juckreizes. Fir jede
Region werden Werte von 0 (keine Lasionen) bis 3 (stark betroffen) vergeben und
anschlieBend addiert. Ein Wert von < 10 wird als normal oder als AD in Remission
angesehen. Von einer milden AD ist die Rede bei Werten von 10 - 34, eine
moderate AD liegt vor bei Werten von 35 — 59 und Werte von 60 oder mehr zahlen
zur Kategorie der schweren AD (OLIVRY et al., 2014).

Histopathologisch liegt in der Haut atopischer Hunde eine epidermale Hyperplasie
mit orthokeratotischer und parakeratotischer Hyperkeratose, Hypergranulose,
Spongiose und Melanose vor. AulRerdem fanden sich eine erhéhte Anzahl von
Mastzellen. Eosinophile Granulozyten wurden nur in etwa 15 % der Falle gefunden
(BIZIKOVA et al., 2015b). Das perivaskulare entziindliche Infiltrat besteht aus T-
Zellen, dendritischen Zellen, eosinophilen Granulozyten und Mastzellen,
wohingegen sich das epidermale entzlindliche Infiltrat aus T-Zellen, Langerhans-
Zellen sowie eosinophilen Granulozyten zusammensetzt (OLIVRY und HILL,
2001). Viele aktuellere Beschreibungen des histopathologischen Bildes beziehen
sich auf experimentelle Modelle der cAD und nicht auf spontan aufgetretene AD,
das mikroskopische Bild ist dem der spontanen AD aber sehr ahnlich (BIZIKOVA
et al., 2015b). Die Hautreaktionen der spaten Entzlindungsphase zeigen ein
Entziindungsmuster, bestehend aus oberflachlicher perivaskularer sowie
interstitieller mononuklearer Dermatitis mit neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten. Nach Allergenkontakt wird eine Degranulation von Mastzellen und
eosinophilen Granulozyten sichtbar (OLIVRY et al., 2001b; MARSELLA et al.,
2006a; OLIVRY et al., 2006; PUCHEU-HASTON et al., 2006; PUCHEU-
HASTON et al.,, 2008). AufRerdem wurde eine unregelmaBige epidermale
Hyperplasie mit lymphozytérer und eosinophiler Exozytose mit Bildung von
eosinophilen Mikroabszessen sowie eine Infiltration der ldsionalen Haut von
epidermalen und dermalen dendritischen Zellen beschrieben (OLIVRY et al.,
2001b; MARSELLA et al., 2006a; PUCHEU-HASTON et al., 2008).

2.1.4. Diagnosestellung

Die canine AD hat keine pathognomonischen klinischen oder vorberichtlichen
Anzeichen, die eine sichere Diagnose nach einer klinischen Untersuchung und
Anamneseerhebung zulassen (DEBOER und HILLIER, 2001a; HENSEL et al.,
2015). Das liegt unter anderem daran, dass das Erscheinungsbild je nach Ausmaf}
der Lé&sionen, dem Stadium der Erkrankung oder beispielsweise dem
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Vorhandensein von sekundéren Infektionen stark variieren kann (HENSEL et al.,
2015). Aulerdem konnen die Symptome denen anderer, nicht-allergischer
Hauterkrankungen dhneln oder sich (berschneiden, was eine Klinische
Diagnosestellung schwierig macht (DEBOER und HILLIER, 2001a; HENSEL et
al., 2015). Die Diagnosestellung beruht somit auf einer aufmerksamen
Interpretation von Krankheitsgeschichte und klinischem Erscheinungsbild in
Kombination mit einem systematischen Ausschluss relevanter Differential-
diagnosen (DEBOER und HILLIER, 200l1a; HENSEL et al.,, 2015). Die
sogenannten ,,Allergietests”, dazu gehoren der Serum-Allergietest (SAT) und der
Intrakutantest (IKT), sind nicht als Screening-Tests zum Nachweis des Vorliegens
einer AD geeignet. Sie sind erst nach gesicherter Diagnosestellung einer cAD
sinnvoll, um zu vermeidende Allergene zu identifizieren oder um relevante
Allergene auszuwahlen, die bei einer Allergen (-spezifischen) Immuntherapie im
Allergenextrakt verwendet werden sollen (DEBOER und HILLIER, 2001a;
HENSEL et al., 2015).

Initial ist das Hauptmerkmal einer cAD Juckreiz, der mit erythematdsen
Hautverdnderungen oder im Laufe der Erkrankung auch mit sekundédren Lé&sionen
einhergehen kann (GRIFFIN und DEBOER, 2001; BIZIKOVA et al., 2015b). Das
bedeutet, dass bei jedem Hund, der mit Juckreiz vorgestellt wird, eine ausfihrliche
klinische Untersuchung und Anamneseerhebung durchgefiihrt werden sollte. Um
herauszufinden, ob ein Patient mdglicherweise cAD hat, kénnen bei der
Interpretation der Untersuchungsergebnisse die Kriterien von Favrot et al. als
Hilfsmittel angewandt werden (FAVROT et al., 2010). Welches der beiden
Kriterien-Sets Verwendung findet, ist dem jeweiligen Untersucher (berlassen.
Wenn einige Kombinationen klinischer Anzeichen vorliegen, die stark mit einer
CAD assoziiert sind, gilt es anschlieBend andere Hauterkrankungen auszuschliel3en,
welche mit &hnlichen klinischen Symptomen einhergehen (DEBOER und
HILLIER, 2001a; HENSEL et al., 2015).

Zu den relevanten Differentialdiagnosen zéhlen die Flohspeichelallergie, kutane
Futtermittelunvertraglichkeitsreaktionen (AFR), die Sarkoptesrdude oder anderer
Ektoparasitenbefall, eine bakterielle Pyodermie sowie eine Malassezien-Dermatitis
(DEBOER und HILLIER, 2001a; HENSEL et al., 2015).

Das Vorliegen eines Flohbefalls kann durch Kédmmen des Fells mit einem

Flohkamm untersucht werden. Zu beachten ist jedoch, dass bei Hunden mit
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Flohspeichelallergie nicht notwendigerweise Flohe gefunden werden missen.
Wenn also keine Flohe gefunden werden konnten, sollte, um eine bestehende
Flohspeichelallergie auszuschlielen, eine effektive Flohtherapie durchgefiihrt
werden. Hierfir empfehlen sich schnell wirksame systemische Adultizide wie
beispielsweise Spinosad (DRYDEN et al., 2013). Eine kontinuierliche Pravention
des Flohbefalls durch regelmdlige Anwendung von Antiparasitika ist
empfehlenswert, inshesondere unter dem Aspekt, dass Hunde mit einer AD héufig
gleichzeitig an einer Flohspeichelallergie leiden (SOUSA und HALLIWELL,
2001).

Andere Ektoparasiten wie Sarkoptes-Milben, Demodex-Milben, Herbstgrasmilben
oder Ohrmilben konnen mittels mikroskopischer  Untersuchung von
oberflachlichen oder tiefen Hautgeschabseln, Tesa-Préparaten, ausgezupften
Haaren oder Tupferproben nachgewiesen werden. Da Sarkoptes-Milben sehr
schwierig zu finden sind, ist in manchen Fallen eine antiparasitare Versuchstherapie
erforderlich, um einen Befall auszuschlieen (HENSEL et al., 2015).

Um festzustellen ob eine Infektion mit Bakterien, meist Staphylococcus
pseudintermedius, oder Hefepilzen, meist Malassezia pachydermatis, vorliegt, ist
eine zytologische Untersuchung von Diff-Quik®-gefarbten Abklatsch- oder Tesa-
Préparaten der lasionalen Haut sinnvoll (MENDELSOHN et al., 2006; HENSEL et
al., 2015). Zu beachten ist, dass solche Pyodermien oft sekundar in Verbindung mit
einer zugrunde liegenden Erkrankung wie einer cAD oder aber auch
Endokrinopathien auftreten (DEBOER, 1990). Eine Behandlung der Pyodermie ist
also essentiell um herauszufinden, ob die urséchliche Grunderkrankung ebenfalls
mit Juckreiz einhergeht oder nicht (HENSEL et al., 2015).

Wie bereits beschrieben, lasst sich eine Futtermittelunvertraglichkeitsreaktion
klinisch nicht von einer AD unterscheiden (HILLIER und GRIFFIN, 2001b;
NODTVEDT et al., 2006b; OLIVRY et al., 2007; PICCO et al., 2008). Der durch
Futtermittel hervorgerufene Juckreiz kann entweder immun-mediiert, im Sinne
einer Futtermittelallergie, oder nicht immun-mediiert als Futtermittelintoleranz
auftreten (HILLIER und GRIFFIN, 2001b). Bei jedem AD-verdéchtigen Patienten,
bei dem die klinischen Symptome das ganze Jahr uber vorherrschen, ist der
Ausschluss einer kutanen AFR mittels Eliminationsdiat zur Differenzierung
notwendig (HENSEL et al., 2015; MUELLER und OLIVRY, 2017). Idealerweise

bestent eine solche Eliminationsdidt aus einer Protein- und einer
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Kohlenhydratquelle, die der Hund vorher noch nie bekommen hat (KENNIS, 2006).
Die Auswahl kann sich schwierig gestalten, da kommerzielle Futtermittel haufig
eine Vielzahl an Inhaltsstoffen aufweisen (HENSEL et al., 2015). Eine ausfihrliche
Futteranamnese ist fir die Wahl der Didtkomponenten vonnéten. Einige Studien
haben gezeigt, dass spezielle kommerzielle Futtermittel, die laut Etikett nur eine
Proteinquelle enthalten durch andere Substanzen kontaminiert waren, was diese
Futtermittel fir eine Eliminationsdidt unbrauchbar macht (RADITIC et al., 2011,
RICCI et al., 2013b; HORVATH-UNGERBOECK et al., 2017; OLIVRY und
MUELLER, 2018). Alternativ kdnnen hydrolysierte Futtermittel zum Einsatz
kommen. Vorsicht ist allerdings geboten, da Hunde, die allergisch auf héufige
Inhaltsstoffe wie Huhn oder Soja reagieren, keine Besserung auf die hydrolysierte
Diat zeigen konnen (OLIVRY und BIZIKOVA, 2010). Eine durch den Besitzer
selbst gekochte Eliminationsdiat stellt somit, wenn korrekt durchgefiihrt, die
sicherste Methode zur Diagnose einer AFR dar (KENNIS, 2006). Die Patienten
miussen die Eliminationsdiat ausschlieBlich und streng fur mindestens acht Wochen
gefuttert bekommen, sodass in den meisten Féllen mit AFR eine Besserung
festzustellen ist (OLIVRY et al., 2015a). Sollte sich eine Besserung einstellen, so
sollte die Diat weiter fortgefiihrt werden, um herauszufinden ob die klinischen
Symptome durch eine Didt komplett oder nur teilweise eingeddmmt werden kdnnen
(HENSEL et al., 2015). Eine Beteiligung von AFR am Krankheitsgeschehen gilt
als bestétigt, wenn nach einer Besserung der Kklinischen Anzeichen unter
Eliminationsdiat ein Wiederauftreten der Symptome nach Konfrontation mit dem
urspriinglichen Futter eintritt und diese Symptome nach dem Fittern der
Eliminationsdiat wieder verschwinden (KENNIS, 2006; HENSEL et al., 2015).

Bleibt der Juckreiz auch nach Ausschluss von Fléhen, Ektoparasiten, Pyodermie
und AFR bei AD-verdachtigen Patienten bestehen, so lasst sich die klinische
Diagnose der cAD stellen (HENSEL et al., 2015).

Ist die Diagnose cAD in einem Patienten gestellt, so konnen anschlie3end
Allergietests Verwendung finden. Eine vorherige Anwendung zur Feststellung
einer Allergie ist nicht moglich, da das Vorhandensein oder die Menge an
allergenspezifischem IgE nicht zwingend eine Allergie diagnostiziert (DEBOER
und HILLIER, 2001a). Auch Intrakutantests zeigen lediglich die F&higkeit kutaner
Mastzellen zur Degranulation nach Allergenexposition auf, was hinweisend auf
eine Allergie sein kann, aber nicht diagnostisch ist (DEBOER und HILLIER,
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2001a). Klinisch normale und gesunde Hunde kdnnen sowohl bei einem SAT, als
auch bei einem IKT positive Testreaktionen zeigen (LIAN und HALLIWELL,
1998; MUELLER et al., 2005a). Bei bestehender Diagnose einer cAD und in
Zusammenhang mit den klinischen und vorberichtlichen Informationen ist eine
Durchfiihrung von IKT oder SAT sinnvoll, um herauszufinden welche Allergene
maoglichst vermieden werden sollten oder welche Allergene fir eine Allergen (-
spezifische) Immuntherapie geeignet sind (DEBOER und HILLIER, 2001a;
HENSEL et al., 2015).

Bevor ein Allergentest durchgefiihrt wird sollte bertcksichtigt werden, ob der
Patient Medikamente verabreicht bekommen hat, die durch ihre
entziindungshemmende Wirkung die Ergebnisse eines Tests beeinflussen kdnnen.
Antihistaminika, Glukokortikoide, Bronchodilatatoren, trizyklische Antidepressiva
oder Beta-2-Sympathomimetika konnen Einfluss auf den Ausgang eines
Intrakutantests haben (HILLIER und DEBOER, 2001). Je nach Wirkstoff sollte
nach Absetzen des Medikaments eine ausreichend lange Wartezeit vor der
Testdurchfiihrung eingehalten werden (OLIVRY und SARIDOMICHELAKIS,
2013). Bei der Wahl der Sedativa fur einen Intrakutantest sollte auf Wirkstoffe wie
Ketamin, Diazepam, Acepromazin und Morphin verzichtet werden, da diese
ebenfalls mit den Testergebnisse interferieren kénnen (MARTIN und MARTIN,
2006).

Der Intrakutantest ist eine indirekte Messmethode der Reaktivitdt von kutanen
Mastzellen, die auf dem Vorhandensein von IgE beruht (DEBOER und HILLIER,
2001a). Die Auswahl der Allergene im Test ist essentiell fur ein verlassliches
Ergebnis und sollte individuell auf den jeweiligen Patienten, dessen Umgebung
sowie geographische Unterschiede angepasst werden (HENSEL et al., 2015). Die
zu testenden Allergenlésungen werden intrakutan, meist am seitlichen Brustkorb
nach vorheriger Schur der Region, appliziert. Die Hautreaktionen an jeder
Injektionsstelle werden mit Positiv- und Negativkontrollen verglichen und dann
subjektiv und/oder objektiv ausgewertet. Die subjektive Auswertung beurteilt
Intensitat, Grofke und Form des Erythems sowie die Schwellung, beziehungsweise
Quaddelbildung an der Injektionsstelle. Es werden Grade von 0 bis 4 vergeben,
wobei die Negativkontrolle mit einer ,,0° und die Positivkontrolle mit einer ,,4
bewertet wird. Die Reaktion gilt als positiv, wenn ein Grad von 2 oder mehr
vergeben wird (HILLIER und DEBOER, 2001). Bei der objektiven Auswertung



I1. Literaturlibersicht 74

wird der mittlere Durchmesser des erythematdsen Bereichs oder der Quaddel
gemessen. Zwischen den beiden Auswertungsmethoden wurde kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen (HUBBARD und WHITE, 2011). Bei Hunden mit
saisonalen Krankheitssymptomen sollte ein IKT gegen Ende oder innerhalb von
zwei Monaten nach Ende der Phase mit der starksten Reaktion durchgefiihrt werden
(HUBBARD und WHITE, 2011).

Bei den allergenspezifischen IgE-Serumtests werden, meist mit Hilfe von
Festphasenimmunoassays, spezifische IgE-Antikorper gegen eine Reihe von
Allergenen nachgewiesen. Haufig untersuchte Allergene sind Pollen,
Schimmelpilze, Hausstaubmilben sowie epidermale Allergene in verschiedenen
Kombinationen (DEBOER und HILLIER, 2001b). Kommerzielle SATs sind in der
Regel keine quantitativen, sondern semi-quantitative Assays. Das bedeutet, dass
das Endsignal in eine Punktzahl umgewandelt wird, die dann wiederum im
Vergleich zu intra-Assay Standards oder den Ergebnissen von Referenzproben
interpretiert wird (DEBOER und HILLIER, 2001b). Da in der Veterindrmedizin
keine Labor-ubergreifenden Standards existieren, sondern jedes Labor seine
eigenen Methoden der Durchfiihrung und Auswertung besitzt, ist ein
aussagekraftiger Vergleich von Testergebnissen verschiedener Laboren so gut wie
unmoglich (DEBOER und HILLIER, 2001b). Ubereinstimmende Testergebnisse
einer identischen Serumprobe bei unterschiedlichen Laboren sind nicht
gewahrleistet (PLANT et al., 2014).

Beide Testmethoden sind sehr unterschiedlich und nicht standardisiert, was dazu
flhrt, dass die Korrelation zwischen IKT und SAT nur schwach ist (FOSTER et al.,
2003). Nichtsdestotrotz ist die Erfolgsrate einer Allergen (-spezifischen)
Immuntherapie auf Basis eines SATs im Vergleich zu einem IKT nicht signifikant
unterschiedlich (PARK et al., 2000).

2.15.  Therapie

Aufgrund der komplexen Pathogenese der AD sowie des variablen Schweregrads
und Krankheitsverlaufs eines jeden Patienten erfordert das Management dieser
Erkrankung in der Regel eine Kombination verschiedener Therapieansatze
(OLIVRY und SOUSA, 2001a). Neben der Vermeidung von Allergenkontakt und
einer Allergen (-spezifischen) Immuntherapie, stehen beispielsweise verschiedene

Medikamente zur Entzliindungs- und Juckreizlinderung im Rahmen einer
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symptomatischen Therapie zur Verfugung. Die Wahl der einzelnen Therapie-
elemente und deren Kombination muss unter anderem an den Zustand des
Patienten, den Schweregrad der Lé&sionen und des Juckreizes, die beteiligten
Allergene sowie ebenfalls die Mdglichkeiten und Wiinsche des Patientenbesitzers
angepasst werden (OLIVRY et al., 2010a; SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY,
2016).

2.1.5.1. Vermeidung von auslésenden und verschlimmernden Faktoren

Die Vermeidung von Allergenkontakt ist logischerweise ein wichtiger Bestandteil
des Managements der AD, die Durchfiihrung in der Praxis ist jedoch meist
problematisch (OLIVRY und SOUSA, 2001a; OLIVRY et al., 2010a). Zun&chst
miussen die relevanten beteiligten Allergene identifiziert werden, was durch einen
IKT oder SAT erfolgen kann (DEBOER und HILLIER, 2001b). Auch sollten
mogliche  begleitende  Allergien wie  Futtermittelallergien oder eine
Flohspeichelallergie sowie mikrobielle Infektionen festgestellt werden, da diese zu
den wichtigsten Faktoren gehoren, die einen Schub, beziehungsweise eine
Verschlimmerung der AD hervorrufen kénnen (OLIVRY und SOUSA, 2001a;
OLIVRY et al., 2010a). Bei Beteiligung einer Futtermittelunvertraglichkeit sollten
die relevanten Futtermittelkomponenten, gegen die der Patient sensibilisiert wurde,
nicht mehr gefuttert werden (OLIVRY etal., 2010a). Da Hunde mit AD dazu neigen
kénnen eine Hypersensibilitat gegenuber Flohspeichelallergenen zu entwickeln,
sollte bei bereits bestehender Flohspeichelallergie oder in Regionen, in denen Flohe
endemisch vorkommen, eine effektive Flohkontrolle mit adultiziden Wirkstoffen
uber das gesamte Jahr erfolgen (OLIVRY und SOUSA, 2001a; OLIVRY et al.,
2010a). Sollte durch zytologische Evaluierung der Léasionen eine Infektion mit
Hefepilzen oder Bakterien festgestellt werden, so ist eine antimykotische,
beziehungsweise antibakterielle Therapie angezeigt (OLIVRY und SOUSA, 2001a;
OLIVRY et al., 2010a). Hierbei kodnnen Shampoos oder Losungen mit
antimikrobiellen Inhaltsstoffen zum Einsatz kommen, ebenso wie Cremes, Gels,
Ticher oder Salben mit antiseptischen, antibiotischen oder antimykotischen
Wirkstoffen bei lokalisierten Lé&sionen. Bei einer weit ausgebreiteten oder
generalisierten Infektion kann eine systemische Antibiotika- oder Antimykotika-
Gabe notwendig sein. Bei der Erstellung eines Therapieplans sollten immer die
aktuellen Leitlinien oder Empfehlungen fir antimikrobielle Therapien
bertcksichtigt werden (OLIVRY et al., 2010a; OLIVRY et al., 2015b). AuRerdem
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muss der Therapieverlauf und -erfolg zytologisch kontrolliert werden, damit
gegebenenfalls notwendige Anpassungen erfolgen kdnnen oder, bei ausbleibendem
Erfolg, eine bakteriologische, beziehungsweise mykologische Untersuchung mit
Antibiogramm eingeleitet werden kann (OLIVRY et al., 2010a). Eine Vermeidung
von Umweltallergenen ist meist schwierig zu erreichen, insbesondere im Falle von
Aeroallergenen wie Pollen oder Schimmelpilzen (OLIVRY und SOUSA, 2001a).
In Phasen in denen relevante Allergene bekannterweise in hohen Mengen in der
Luft vorkommen, kann versucht werden, die Expositionszeiten des Patienten im
Freien zu reduzieren (OLIVRY und SOUSA, 2001a; OLIVRY et al., 2010a).
Hierbei wird der Allergenkontakt nicht vermieden, sondern lediglich reduziert. Sind
nachgewiesenermallen  Hausstaubmilbenallergene am  Krankheitsgeschehen
beteiligt, so konnen spezielle Liegekissen oder Bezlige mit kleiner Porengroie
Anwendung finden, die den Kontakt zu den Allergenen minimieren sollen
(VAUGHAN et al., 1999). RegelmaRiges Waschen und Saugen von Liegeplatzen,
Teppichen und der Umgebung des Patienten helfen aulRerdem, die Allergenlast zu
senken (OLIVRY et al., 2010a). In einer Studie hat eine Umgebungsbehandlung
mit akarizidem Benzylbenzoat-Spray zu einer Verbesserung der Kklinischen
Symptome bei Hausstaubmilben-Allergikern gefihrt (SWINNEN und VROOM,
2004).

2.1.5.2. Optimierung von Haut- und Fellpflege

Es wird vermutet, dass ein wdchentliches Baden von atopischen Patienten mit
einem nicht irritierenden Shampoo zu einer Verbesserung der Symptome fiihren
kann. Die Besserung beruht mdglicherweise auf der Entfernung von Allergenen und
Mikroben aus dem Fell sowie von der Haut der Hunde, als auch auf dem
feuchtigkeitsspendenden Effekt des Badens (OLIVRY et al., 2010a). Eine Therapie
mit Shampoos, die den Juckreiz lindern sollen und die Lipide, komplexe
Zuckermolekile, Phytosphingosine und/oder Antiseptika enthalten, hatte
nachweislich einen moderaten aber eher kurz anhaltenden Effekt auf Hautl&sionen
und Juckreiz bei Hunden (LOFLATH et al., 2007; BENSIGNOR et al., 2013). Das
Ergebnis einer dieser Studien, dass Hunde der Kontrollgruppe, die lediglich eine
Whirlpool-Therapie ohne Anwendung von Shampoo bekamen, ebenfalls eine
Verbesserung der klinischen Symptome zeigten, l&sst vermuten, dass der
vorteilhafte Effekt einer Shampoo-Therapie moglicherweise zumindest teilweise
auf der Durchfiihrung des Waschens an sich beruht (LOFLATH et al., 2007;
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OLIVRY et al.,, 2010a). Bei sehr fettiger und schuppender Haut wird die
Anwendung eines antiseborrhoeischen Shampoos und bei vorliegender Infektion
der Gebrauch eines antiseptischen Shampoos empfohlen, auch wenn die Intensitat
und Haufigkeit des Badens moglicherweise den wichtigsten Faktor bei der
Juckreizlinderung darstellt (OLIVRY et al., 2015b).

Eine orale Supplementation von essentiellen Fettsduren, entweder als
Nahrungserganzung oder in Form von kommerziell erhéltlichen, fettsdurereichen
Futtermitteln, stellt einen weiteren Ansatz dar, die Haut atopischer Patienten zu
unterstitzen (OLIVRY und SOUSA, 200la; OLIVRY et al, 2010a;
SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016). Ziel ist es, die Produktion
entziindungsférdernder Eicosanoide zu reduzieren, eine Aktivierung von
Entzindungszellen und deren Sekretion von Zytokinen zu verhindern, Stérungen
des Lipidmetabolismus® zu beheben und letztlich zu einer Normalisierung des
Stratum corneums zu fuhren (OLIVRY et al., 2001a; STEHLE et al., 2010; POPA
etal., 2011; SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016). Nach Supplementation
verschiedener essentieller Fettsauren konnte eine verbesserte Organisation der
Lipidlamellen des SC in der Haut atopischer Hunde nachgewiesen werden (POPA
et al., 2011). Eine weitere Studie zeigte, dass die orale Aufnahme essentieller
Fettsduren, insbesondere der Omega-6 Linolensdure in Kombination mit Zink, zu
einem reduzierten TEWL und einer verbesserten Fellqualitat fihrt (MARSH et al.,
2008). Kommerzielle Futtermittel, die mit essentiellen Fettsauren angereichert
wurden, kénnen bei Hunden mit AD zu einer Verbesserung von Juckreiz und
Léasionen fuhren (GLOS et al., 2008). Dieser Effekt trat allerdings nicht bei allen
getesteten Produkten auf (GLOS et al., 2008). Die ideale Fettsaure-Komposition, -
Dosierung oder -Formulierung zur Reduzierung der atopischen Hautsymptomatik
ist bislang unbekannt, ebenso wenig liegen Nachweise fiir die Uberlegenheit
bestimmter Fettsdure-Kombinationen oder -Dosierungen vor (OLIVRY et al.,
2010a; SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016). Da der Eintritt einer
Verbesserung unter Supplementation von Fettsduren bis zu zwei Monaten dauern
kann, ist dieser Therapieansatz nicht zur Behandlung akuter Schiibe, sondern eher
fir das Langzeitmanagement der Erkrankung geeignet (OLIVRY et al., 2001a;
SAEVIK et al., 2004; SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016). Aufgrund der
begrenzten Wirkung wird eine Kombination mit anderen Therapiemodalitaten in
den meisten Féllen erforderlich sein (OLIVRY et al, 2010a;
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SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016). Neben der oralen Supplementation
essentieller Fettsauren existieren auch Produkte zur lokalen Anwendung von
Lipiden, die dabei helfen kdnnen, vorhandene Defekte der Lipidbarriere des SC zu
normalisieren (PIEKUTOWSKA et al., 2008; POPA et al., 2012). Solche Produkte
enthalten beispielsweise Ceramide, Cholesterol und essentielle Fettsauren. Eine
moderate Verbesserung Kklinischer Anzeichen konnte nach lokaler Anwendung
mehrfach ungesattigter Fettsduren und essentieller Ole nachgewiesen werden
(BLASKOVIC et al., 2014), andere Ergebnisse sind allerdings variabel und
unbesténdig (OLIVRY etal., 2015b; SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016;
HOBI et al., 2017; MARSELLA et al., 2017). Kosten und Vorteile einer lokalen
Anwendung gegenuber der oralen Substitution missen abgewogen werden, da der
Vorteil einer topischen Applikation vermutlich minimal ist, wenn ein Hund bereits
eine fettsaurereiche Diat erhalt (PIEKUTOWSKA et al., 2008; POPA et al., 2011;
POPA et al., 2012; OLIVRY et al., 2015b).

2.1.5.3. Pharmakotherapie zur Entzindungshemmung und Juckreiz-
linderung
Eine Vielzahl an Zelltypen wie Keratinozyten, epidermale Langerhans-Zellen,
dermale dendritische Zellen, T-Lymphozyten sowie eosinophile Granulozyten sind
an der Entzundungsreaktion der AD beteiligt und tragen nach Aktivierung durch
die Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und Arachidonsaurederivaten zur
Entzindung bei (OLIVRY et al., 1997, KLUKOWSKA-ROTZLER et al., 2013;
JASSIES-VAN DER LEE et al., 2014). Die Entzindungsvorgénge konnen effektiv
durch den Einsatz von entziindungshemmenden und immunmodulatorischen
Medikamenten wie Glukokortikoiden, Calcineurin-Inhibitoren oder Janus-Kinase-
Inhibitoren kontrolliert werden (OLIVRY et al., 2015b; SARIDOMICHELAKIS
und OLIVRY, 2016).

Beschrankt sich die Entziindung und der Juckreiz auf bestimmte Bereiche des
Kdrpers, so kann statt einer oralen Verabreichung eine lokale Anwendung von
Glukokortikoiden oder Tacrolimus, einem topischen Calicneurin-Inhibitor,
durchgefuhrt werden (OLIVRY et al.,, 2010a; SARIDOMICHELAKIS und
OLIVRY, 2016).

Glukokortikoide sind in der Lage die Genexpression zu regulieren und kdénnen so

eine Aktivierung von Immunzellen wie beispielsweise von T-Lymphozyten,
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eosinophilen Granulozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen verhindern. Sie
unterdrucken die Produktion von entziindungsfordernden Zytokinen sowie
Chemokinen und erzielen damit einen starken entztindungshemmenden Effekt
(OLIVRY und SOUSA, 2001b). Die lokale Anwendung von Glukokortikoiden ist
sehr effektiv in der Reduktion Kklinischer Anzeichen einer AD und eignet sich am
besten fir die kurzfristige Anwendung fokaler L&sionen (DEBOER et al., 2002;
NUTTALL et al., 2009; OLIVRY et al., 2010a; NUTTALL et al., 2012; OLIVRY
und BIZIKOVA, 2013). Bei langerer und kontinuierlicher Verwendung besteht das
Risiko einer Hautatrophie, weshalb nach einer Induktionsphase mit téglicher
Anwendung auf eine intermittierende Gabe gewechselt werden sollte (KIMURA
und DOI, 1999; NUTTALL et al., 2009; BIZIKOVA et al., 2010; OLIVRY et al.,
2015b). Mit Hydrokortisonaceponat, einem Glukokortikoid Diester, steht ein
Wirkstoff zur Verfiigung, der mit einer hohen Potenz, guten Hautpenetration, einer
schnellen Metabolisierung in der Haut und somit minimalen systemischen
Nebenwirkungen einhergeht (NUTTALL et al., 2009; BIZIKOVA et al., 2010).
Nichtsdestotrotz muss auch bei diesem Wirkstoff die Entwicklung einer
Hautatrophie Uberwacht werden (BIZIKOVA et al., 2010). In der Regel wird die
Therapie so lange fortgefiihrt, bis eine komplette und stabile Remission eintritt,
Dauer und Haufigkeit der Anwendung mdussen jedoch individuell an jeden
Patienten angepasst werden (NUTTALL et al., 2009; OLIVRY et al., 2015b). Im
Langzeitmanagement der AD kann eine einmal tdgliche Anwendung an zwei
aufeinander folgenden Tagen einen Riuckfall oder ein Wiederkehren von
Symptomen hinauszégern (LOURENCO et al., 2016).

Calcineurin-Inhibitoren wie beispielsweise Tacrolimus oder Ciclosporin sind
Immunmodulatoren, die die Aktivierung von T-Lymphozyten verhindern
(BENSIGNOR und OLIVRY, 2005; KOBAYASHI et al., 2007; FORSYTHE und
PATERSON, 2014). Sie hemmen Calcineurin, eine zytoplasmatische Phosphatase,
wodurch eine Translokation des ,,Nuclear Factor of Activated T-cells* in den
Zellkern unterbleibt. Das hat eine verminderte Transkription, Translation und
Sekretion von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen zur Folge
(BENSIGNOR und OLIVRY, 2005; KOBAYASHI et al., 2007; FORSYTHE und
PATERSON, 2014). Ebenso wie Glukokortikoide reduziert eine lokale Anwendung
von Tacrolimus-Salbe sehr effektiv die klinische Symptomatik, insbesondere bei
fokalen Lasionen (MARSELLA et al., 2004; BENSIGNOR und OLIVRY, 2005).
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Es wird eine zwei Mal tagliche Anwendung fir eine Woche mit anschlieRender
Reduktion der Frequenz empfohlen, bis die Dosis und Frequenz gefunden wird, die
gerade ausreicht um Kklinische Anzeichen zu kontrollieren (OLIVRY et al., 2010a).
An der Auftragungsstelle kdnnen gegebenenfalls milde Irritationen auftreten
(BENSIGNOR und OLIVRY, 2005). Im Vergleich zu Glukokortikoiden ist
Tacrolimus aufgrund seines langsamen Wirkungseintritts nicht zur Behandlung
akuter Schiibe geeignet (OLIVRY et al., 2010a).

Bei schwer betroffenen Patienten und Patienten, bei denen sich die L&sionen nicht
auf bestimmte Bereiche beschranken, kommen orale entziindungshemmende und
juckreizlindernde Medikamente zum Einsatz. Hierzu zdhlen Glukokortikoide,
Ciclosporin, Oclacitinib oder Lokivetmab (OLIVRY et al., 2010a; OLIVRY et al.,
2015a; SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016; GEDON und MUELLER,
2018).

Systemisch wirksame Glukokortikoide sind sehr effektiv in der Juckreizlinderung
und Behandlung von akuten Schiben und chronischer AD (OLIVRY und
MUELLER, 2003; OLIVRY et al.,, 2010b; TASZKUN, 2010; OLIVRY und
BIZIKOVA, 2013; GADEYNE et al., 2014). Sie sind schnell wirksam und giinstig
im Preis, jedoch kénnen in Abhangigkeit von Dosierung und Dauer der Anwendung
Nebenwirkungen wie Polyurie, Polydipsie, Polyphagie, Muskelatrophie,
Harnwegsinfektionen und Sekundarinfektionen der Haut, Calcinosis cutis sowie ein
iatrogener Hyperadrenokortizismus auftreten (OLIVRY und MUELLER, 2003;
OLIVRY et al., 2010a; OLIVRY et al., 2010b; OLIVRY und BIZIKOVA, 2013;
GADEYNE et al., 2014). Da die unerwiinschten Wirkungen haufiger bei hdheren
Dosierungen, taglicher Anwendung und langfristiger Gabe auftreten, eignen sich
systemische Glukokortikoide besonders fir die Therapie akuter Schiibe oder
episodischer Verschlechterungen der klinischen Anzeichen der AD. So kdnnen sie
kurzfristig eingesetzt werden, um eine schnelle Linderung zu verschaffen, wahrend
andere Therapieoptionen mit geringeren Risiken fiir Nebenwirkungen zur
langfristigen  Kontrolle identifiziert werden (OLIVRY et al., 2010a;
SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016). Fir die orale Therapie empfehlen
sich kurz wirksame Glukokortikoide wie Prednisolon oder Methylprednisolon in
einer initialen Dosierung von 0,5 mg/kg ein bis zweimal taglich, bis zum Eintreten
einer klinischen Remission. Danach folgt eine kontinuierliche Reduktion, um das

Risiko fur Nebenwirkungen zu minimieren, bis zur niedrigsten Dosis und Frequenz,
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die ausreicht um klinische Symptome zu kontrollieren (OLIVRY et al., 2010a;
OLIVRY et al., 2010b). Sollten Patienten langfristig eine orale Glukokortikoid-
Therapie erhalten, so wird eine jahrliche klinische Untersuchung mit bakterieller
Untersuchung des Urins angeraten, um das Auftreten von Nebenwirkungen zu
uberwachen und asymptomatische bakterielle Harnwegsinfektionen zu detektieren
(TORRES et al., 2005; SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016). Die
gleichzeitige ~ Administration  anderer ~ Medikamente  oder  Nahrungs-
erganzungsmittel wie beispielsweise von Antihistaminika oder essentiellen
Fettsduren, kann mdglicherweise einen Steroid-sparenden Effekt ausiiben und
sollte daher bei langerfristiger Glukokortikoid-Gabe in Betracht gezogen werden
(DEBOER und GRIFFIN, 2001; SAEVIK et al., 2004; OLIVRY et al., 2010a;
DELL etal., 2012).

Im Vergleich zu Glukokortikoiden ist Ciclosporin, ein systemischer Calcineurin-
Inhibitor, vergleichbar effektiv in der Linderung klinischer Symptome und zeigt
seltener Nebenwirkungen, die zudem in der Regel weniger schwer sind (OLIVRY
et al., 2002; OLIVRY und MUELLER, 2003; STEFFAN et al., 2005; OLIVRY et
al.,, 2010b; OLIVRY und BIZIKOVA, 2013). Nachteilig sind der langsame
Wirkungseintritt und die hohen Kosten des Medikaments. Die initiale orale Dosis
betragt 5 mg/kg einmal tdglich. Nach vier bis sechs Wochen, wenn klinische
Symptome kontrolliert sind, kann bei vielen Patienten die Dosis reduziert werden
(STEFFAN et al., 2005; NUTTALL et al., 2014). Dies erfolgt entweder durch die
Gabe derselben Dosis jeden zweiten Tag oder durch eine kontinuierliche Reduktion
der téglichen Dosis um 25% alle vier Wochen (STEFFAN et al., 2003;
FORSYTHE und PATERSON, 2014). Ciclosporin wird in der Regel als sicher in
der langfristigen Anwendung angesehen, milde Nebenwirkungen wie Ubelkeit,
Erbrechen und Durchfall kénnen dennoch, meist zu Beginn der Gabe, auftreten
(MARSELLA und OLIVRY, 2001; STEFFAN et al., 2003; NUTTALL et al.,
2014). Seltenere mdgliche Nebenwirkungen, welche dosisabhangig auftreten und
somit in der Regel nach einer Dosisreduktion verschwinden, sind Anorexie,
Hirsutismus, gingivale Hyperplasie und kutane Papillomatose (FORSYTHE und
PATERSON, 2014; NUTTALL et al., 2014). Da eine zufriedenstellende Wirkung
meist erst nach vier bis sechs Wochen eintritt, kann wéhrend der ersten zwei
Wochen der Ciclosporin-Gabe eine gleichzeitige Verabreichung eines

kurzwirksamen Glukokortikoids von Vorteil sein (DIP et al., 2013).
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Oclacitinib ist ein selektiver Inhibitor der Janus-Kinase 1, einem Enzym, das eine
zentrale Rolle in Zytokin-Signalwegen spielt, die in Entziindungsprozesse,
Allergien und Juckreizentstehung involviert sind (GONZALES et al., 2014). Durch
die Inhibition der Janus-Kinase wird die Signallbertragung der Zytokine IL-2, IL-
4, IL-6, 1L-13 und IL-31 am Rezeptor verhindert und somit Uberwiegend eine
Hemmung der Th2-Immunantwort erreicht (GONZALES et al., 2014). Oclacitinib
zeigt einen schnellen Wirkungseintritt, ist effektiv in der Juckreizlinderung sowie
der Therapie klinischer Symptome der AD und zudem sicher in der Anwendung
(COSGROVE et al., 2013; GADEYNE et al., 2014; COSGROVE et al., 2015;
LITTLE etal., 2015). Es eignet sich somit nicht nur zur Behandlung akuter Schiibe,
sondern auch zur Langzeittherapie einer AD. Milde Nebenwirkungen, insbesondere
bei langfristiger Gabe, kdnnen in Form von Harnwegsinfektionen, Erbrechen,
Pyodermien, Otitiden und Durchfall auftreten (COSGROVE et al.,, 2013;
COSGROVE et al., 2015; LITTLE et al., 2015). Die orale Dosis betragt initial
0,4 - 0,6 mg/kg zweimal taglich und kann nach zwei Wochen auf eine einmal
tagliche Gabe reduziert werden (COSGROVE et al., 2013; GADEYNE et al.,
2014). Im Falle einer kompletten Kklinischen Remission kann eine weitere
Dosisreduktion versucht werden, um die niedrigste Dosis zur Kontrolle der
Krankheit zu identifizieren (OLIVRY et al., 2015b).

Eine langerfristige gleichzeitige Gabe von oralen Glukokortikoiden, Ciclosporin
oder Oclacitinib in jeglicher Kombination ist aufgrund des héheren Risikos einer
Immunsuppression mit dem einhergehenden Risiko opportunistischer Infektionen
nicht empfehlenswert (OLIVRY et al., 2015Db).

Antihistaminika stellen Antagonisten fur spezielle Histamin-Rezeptoren dar, die
bei Aktivierung durch Binden von Histamin zu einer Vasodilatation, Odem- und
Quaddel-Bildung in der Haut sowie Juckreiz fuhren kénnen (DEBOER und
GRIFFIN, 2001; BIZIKOVA et al., 2008). Fir die Therapie einer allergischen
Entziindung sind insbesondere Antihistaminika von Interesse, die auf den
Histamin-Rezeptor H1 abzielen (DEBOER und GRIFFIN, 2001). Durch
Inaktivierung der Rezeptoren wird der entziindungsfordernde und Juckreiz-
hervorrufende Effekt des von aktivierten Mastzellen ausgeschiitteten Histamins
blockiert (DEBOER und GRIFFIN, 2001; BIZIKOVA et al., 2008). Die Effektivitat
von Antihistaminika zur Therapie der cCAD ist begrenzt, was méglicherweise daran

liegt, dass Histamin nicht zu den Hauptmediatoren der Entziindungsreaktion gehort
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oder dass Antihistaminika nicht mehr wirken kdnnen, wenn Histamin bereits an die
Rezeptoren gebunden hat (DEBOER und GRIFFIN, 2001; OLIVRY und
MUELLER, 2003; OLIVRY et al., 2010b). Aus diesem Grund werden
Antihistaminika nicht zur Behandlung einer akuten allergischen Entziindung
eingesetzt, sondern eher in Kombination mit anderen Therapieoptionen zum
Langzeitmanagement der AD, beispielsweise um die Dosierung anderer
Medikamente zu reduzieren (DEBOER und GRIFFIN, 2001; DELL et al., 2012).
Hierbei ist eine tagliche praventive Gabe empfehlenswert (OLIVRY et al., 2015b).
Eine gewisse Wirksamkeit beim Hund wurde fiir Hydroxyzin und dessen aktiven
Metaboliten Cetirizin nachgewiesen sowie fiir Dimetinden und eine Kombination
aus Chlorpheniramin und Hydroxyzin (BIZIKOVA et al., 2008; EICHENSEER et
al., 2013). Obwohl die Effektivitdt von Antihistaminika von Individuum zu
Individuum sehr variabel ist, kann versuchsweise eine Therapie durchgefiihrt
werden (DEBOER und GRIFFIN, 2001; OLIVRY et al., 2015b). In einer Studie
bewerteten viele Tierbesitzer den Einsatz von Antihistaminika in der Therapie der
AD ihres Tieres als vorteilhaft (DELL et al., 2012).

2.1.5.4. Biologika zur Entzindungshemmung und Juckreizlinderung

Der Einsatz von Biologika wie beispielsweise monoklonaler Antikdrper gegen IL-
31 stellt eine neuartige Therapieoption der AD dar. IL-31 wurde als bedeutendes
Zytokin im Zusammenhang mit AD-assoziiertem Juckreiz bei Hunden identifiziert
(GONZALES et al., 2013; ROSSBACH und BAUMER, 2014; GONZALES et al.,
2016; MICHELS et al., 2016a). Lokivetmab, ein caniner monoklonaler Anti-1L-31-
Antikorper, bindet spezifisch zirkulierendes IL-31 und verhindert so dessen
Bindung an den Rezeptor (MICHELS et al., 2016a). Diese Neutralisierung von IL-
31 flhrt zu einer effektiven Juckreizlinderung bei Patienten mit AD. Die subkutane
Injektion von 2,0 mg/kg Lokivetmab bei Hunden mit AD fiihrte zu einer raschen
Juckreizlinderung innerhalb eines Tages und einer Verbesserung des CADESI-03-
Wertes innerhalb von sieben Tagen (MICHELS et al., 2016a). Die Wirkung nach
einmaliger Injektion hielt bei den meisten Tieren bis zu einem Monat an
(MICHELS et al., 2016a). Die Verabreichung von Lokivetmab scheint sicher und
ohne Nebenwirkungen zu sein (MICHELS et al., 2016b). Sehr wenige Tiere
entwickeln Antikorper gegen Lokivetmab, deren Bedeutung bislang aber
unbekannt ist (MICHELS et al., 2016b).
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Die Entwicklung eines Impfstoffes gegen canines IL-31 stellt einen weiteren
Therapieansatz der AD dar, der auf eine Neutralisierung von 1L-31 abzielt. Durch
die Kkorpereigene Produktion von Anti-IL-31-Antikérpern soll damit der
juckreizlindernde Effekt, wie bei Lokivetmab, erzielt werden (BACHMANN et al.,
2018).

2.1.5.5. Allergen (-spezifische) Immuntherapie

Unter einer Allergen (-spezifischen) Immuntherapie (AIT) versteht man die
Verabreichung einer graduell ansteigenden Menge eines Allergenextrakts an ein
allergisches Individuum, um eine Verbesserung der Symptomatik, die mit einem
Allergenkontakt einhergeht, zu erreichen (BOUSQUET et al., 1998). Eine AIT
stellt neben der Vermeidung von Allergenkontakt die einzige urséachliche
Therapieoption dar, die in den natirlichen Ablauf einer allergischen Reaktion
eingreift und mdoglicherweise einige zugrundeliegende pathogene Mechanismen
abzuschwéachen oder umzukehren vermag (GRIFFIN und HILLIER, 2001,
OLIVRY etal., 2010a; MUELLER et al., 2018). Es wird auf’erdem angenommen,
dass dies die aktuell einzige Therapieform ist, die das Potential hat, ein
Wiederauftreten einer Allergie zu verhindern oder zumindest in einer lang
andauernden Remission zu resultieren (GRIFFIN und HILLIER, 2001; OLIVRY et
al., 2010a; MUELLER et al., 2018). Der Wirkmechanismus einer AIT ist bislang
nicht vollstandig geklart, die Vorgange beim Hund scheinen jedoch denen des
Menschen sehr dhnlich zu sein (MUELLER et al., 2018). Es findet neben einer
reduzierten Aktivitat von Effektorzellen ein Wandel der Immunreaktion von einer
Th2- zu einer Thl-dominierten Immunantwort statt, woraus sich letztlich eine
immunologische Toleranz entwickelt (AKDIS und AKDIS, 2015; LAWRENCE et
al., 2016; MUELLER et al., 2018). Die Veranderungen zugunsten einer Thl-
dominierten Immunantwort gehen bei erfolgreicher AIT mit einem Anstieg der
regulatorischen T-Zellen und IL-10 einher (KEPPEL et al., 2008b). AuRerdem
konnte ein Anstieg von Gesamt-1gG und allergenspezifischem 1gG sowie ein Abfall
von allergenspezifischem IgE wahrend der Immuntherapie festgestellt werden
(KEPPEL et al., 2008b; DEBOER et al., 2016). Eine AIT ist sinnvoll bei Patienten
mit einer gesicherten Diagnose der AD, bei denen durch IKT oder SAT Allergene
identifiziert wurden, die am Krankheitsgeschehen beteiligt zu sein scheinen und
deren Kontakt nicht vermieden werden kann (GRIFFIN und HILLIER, 2001).

Besonders empfehlenswert ist die Therapie fur Patienten, bei denen die Symptome
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den Groldteil des Jahres auftreten. Selbst bei nur kurz andauernden
Krankheitsepisoden ist eine AIT ratsam bei Patienten mit sehr schwerem
Krankheitsverlauf und unzufriedenstellendem Erfolg oder nicht tolerierbaren
Nebenwirkungen einer symptomatischen Therapie (GRIFFIN und HILLIER,
2001). Ob zur Identifizierung relevanter Allergene ein IKT oder ein SAT
herangezogen wird, scheint keinen Einfluss auf den Erfolg einer AIT zu haben, es
ist jedoch sehr wichtig, dass die Testergebnisse stets in Bezug auf den individuellen
Patienten, den Krankheitsverlauf und die geographischen Gegebenheiten
interpretiert werden (GRIFFIN und HILLIER, 2001; ZUR et al., 2002a; SCHNABL
et al., 2006). Es existieren keine standardisierten Empfehlungen tber die Menge
eines einzelnen Allergens oder die Anzahl an Allergenen die in den Extrakt fur die
Immuntherapie integriert werden sollten (GRIFFIN und HILLIER, 2001). Bei der
klassischen Form der AIT wird eine Mischung von wassrigen oder
alumprazipitierten Allergenen subkutan injiziert (GRIFFIN und HILLIER, 2001).
Waéhrend einer Induktionsphase von vier Wochen bis vier Monaten werden
ansteigende Dosen des Allergenextrakts verabreicht, bis eine Erhaltungsdosis
erreicht wird, die nachfolgend in regelmaRigen Abstanden von etwa drei bis vier
Wochen injiziert wird (GRIFFIN und HILLIER, 2001; SCHNABL et al., 2006).
Dosis und Frequenz der Injektionen werden in Abhé&ngigkeit des klinischen
Ansprechens sowie des Auftretens unerwinschter Wirkungen, wie beispielsweise
gesteigertem Juckreiz nach Injektion, an jeden Patienten individuell angepasst
(OLIVRY et al., 2010a). Da es mehrere Monate dauern kann, bis ein positiver
Effekt eintritt, sollte die Therapie mindestens 12 Monate durchgefiihrt werden, bis
die Wirksamkeit bei einem Patienten beurteilt werden kann (GRIFFIN und
HILLIER, 2001; OLIVRY etal., 2010a). Ist die Therapie effektiv, so wird sie meist
lebenslang fortgefiihrt. Versuchsweise kann eine Reduktion der Injektionsfrequenz
oder eine Beendigung der Therapie erfolgen, da einige Hunde auch nach Ende einer
AIT langanhaltende Remissionen gezeigt haben (GRIFFIN und HILLIER, 2001;
OLIVRY et al., 2015b). Die Effektivitat einer AIT ist variabel, ein Ansprechen im
Sinne einer Verbesserung klinischer Anzeichen oder Reduktion begleitender
entztindungshemmender und juckreizlindernder Medikamente konnte in 50 - 80 %
der Tiere beobachtet werden (GRIFFIN und HILLIER, 2001; SCHNABL et al.,
2006; LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009; HOBI und MUELLER, 2014,
FISCHER et al., 2016). Die AIT wird nicht nur als effektiv, sondern auch als sicher
fur die Behandlung atopischer Patienten angesehen (LOEWENSTEIN und



I1. Literaturlibersicht 86

MUELLER, 2009; OLIVRY et al., 2010b). Die haufigste Nebenwirkung ist ein
Anstieg des Juckreizes nach Injektion des Allergenextrakts (LOEWENSTEIN und
MUELLER, 2009). Systemische Nebenwirkungen sind sehr selten. Etwa in 1 % der
Patienten konnten Anzeichen wie Schwache, Depression, Hecheln, Hyperaktivitat,
Durchfall, Erbrechen, Urtikaria, Kollaps oder Anaphylaxie beobachtet werden
(LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009).

Neben dem klassischen Behandlungsprotokoll existieren weitere Therapieformen,
die entweder eine niedrigere Dosis, eine beschleunigte Induktionsphase oder eine
abweichende Verabreichungsform beinhalten (MUELLER und BETTENAY,
2001; COLOMBO et al., 2005; HOBI und MUELLER, 2014; DEBOER et al.,
2016; TIMM et al., 2018).

Bei der so genannten ,,Rush-Immuntherapie* (RIT) wird die Induktionsphase stark
verkirzt, indem durch Injektion steigender Allergendosen alle 30 bis 60 Minuten
die Erhaltungsdosis bereits an einem Tag erreicht wird (MUELLER und
BETTENAY, 2001; HOBI und MUELLER, 2014). Méglicherweise kann eine RIT
die Dauer bis zum maximalen Wirkungseintritt verkurzen, es liegen jedoch bislang
zu wenige Studien vor um diesen Sachverhalt zu prifen (MUELLER et al., 2005b;
HOBI und MUELLER, 2014; MUELLER et al., 2018). Da die RIT unter
tierarztlicher Uberwachung durchgefiinrt werden muss, kénnen madgliche
Nebenwirkungen, die meist wahrend der Induktionsphase auftreten, gut gemanagt
und Fehler im Protokoll bei Injektion durch den Patientenbesitzer vermieden
werden (MUELLER und BETTENAY, 2001; HOBI und MUELLER, 2014). Die
RIT scheint eine effektive und sichere Alternative zur konventionellen
Immuntherapie zu sein, weitere Studien zur Bestatigung der vorlaufigen
Erkenntnisse sind jedoch notwendig (LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009;
MUELLER et al., 2018).

Neben der klassischen AIT mittels subkutaner Injektion existieren Protokolle, die
eine sublinguale oder intralymphatische Verabreichungsform beinhalten. Fur beide
Varianten konnte eine Effektivitat in der Reduktion von Juckreiz, L&sionen und
begleitender Medikation nachgewiesen werden (DEBOER et al., 2016; TIMM et
al., 2018). Bei der sublingualen Immuntherapie (SLIT) existieren Berichte Uiber eine
sechsmonatige Pilotstudie und eine bisher unvertffentlichte groRere,
unkontrollierte Studie bei Hunden mit nachgewiesener Allergie gegen Milben
(DEBOER und MORRIS, 2012; DEBOER et al., 2016). Eine zweimal tagliche
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sublinguale Verabreichung eines flissigen Allergenextrakts fiihrte zu einer
Verbesserung in uber 50 % der Patienten (DEBOER und MORRIS, 2012;
DEBOER et al., 2016). Etwa die Hélfte der Hunde bei denen eine vorherige
subkutane Immuntherapie erfolglos blieb, zeigten ein gutes Ansprechen (DEBOER
und MORRIS, 2012). Somit scheint die SLIT eine sinnvolle Alternative zur
konventionellen AIT darstellen. Bei der intralymphatischen Immuntherapie (ILIT)
wird der Allergenextrakt in einen Lymphknoten injiziert. ES wurde vermutet, dass
diese Verabreichungsform zu einer héheren Erfolgsquote und einem schnelleren
Wirkungseintritt fihren kann (TIMM et al., 2018). Zwei Studien konnten bislang
eine Effektivitat vergleichbar mit der der konventionellen AIT nachweisen
(FISCHER et al., 2016; TIMM et al., 2018). Allerdings war bei nur wenigen
Hunden der schnellere Wirkungseintritt sowie langerfristige Wirkungen
nachzuweisen. Weitere Studien zur Beurteilung sind also notwendig (FISCHER et
al.,, 2016; MUELLER et al., 2018; TIMM et al., 2018). Insbesondere uber
Langzeitauswirkungen einer intralymphatischen Immuntherapie kann bisher keine
Aussage gemacht werden (MUELLER et al., 2018).

Es konnte bisher keine Uberlegenheit einer bestimmten Therapieform tber die
anderen nachgewiesen werden (OLIVRY et al., 2010a; SARIDOMICHELAKIS
und OLIVRY, 2016). Die meist fehlende Standardisierung von Therapie-
protokollen und Allergenextrakten fuhrt zu einer groBen Variation, die einen
Vergleich verschiedener Ansétze sehr schwierig macht. Eine Standardisierung der
Allergen-Praparate fur die Tiermedizin wirde Studien zur Dosisoptimierung
ermoglichen und einen Vergleich verschiedener Therapieprotokolle erleichtern.
Zukunftige Studien sind somit notwendig um die bestmdgliche Form der
Immuntherapie zu identifizieren (MUELLER et al., 2018).

2.2. Humane atopische Dermatitis im Vergleich

Die beim Hund héufig und spontan auftretende AD ahnelt Kklinisch und
immunologisch stark der humanen AD (MARSELLA und GIROLOMONI, 2009).
Es wird angenommen, dass es sich hierbei um ,.dieselbe Erkrankung* in zwei
unterschiedlichen Spezies handelt (MUELLER et al., 2018). Aus diesem Grund
konnen validierte Hundemodelle der AD nicht nur zur Erforschung der Pathogenese
der Erkrankung dienen, sondern auch Verwendung bei der Erprobung neuer
therapeutischer Ansétze finden (MARSELLA und GIROLOMONI, 2009).
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Auch beim Menschen handelt es sich um eine komplexe, chronische, entziindliche
Hauterkrankung, die etwa 5 - 20 % der Kinder und 3 % der Erwachsenen betrifft
(FENNESSY et al., 2000; SILVESTRE SALVADOR et al., 2017). Es bestehen
Unterschiede in der Pravalenz im Hinblick auf geographische Lokalisation und
ethnische Herkunft (HANIFIN und REED, 2007; BRUNNER und GUTTMAN-
YASSKY, 2018). In etwa 60 — 80 % der Félle tritt die Krankheit erstmals in den
frihen Lebensjahren auf (PYUN, 2015). Wé&hrend einige Patienten mit steigendem
Alter aus der Krankheit ,,herauswachsen®, also eine komplette Remission erlangen
und fortan symptomfrei bleiben, zeigen bis zu 40 % der Patienten eine
persistierende, lebenslange Erkrankung (PYUN, 2015; KIM et al., 2016). Etwa
25 % der erwachsenen Patienten mit AD zeigen einen Krankheitsbeginn im
Erwachsenenalter (SILVERBERG, 2019).

Ebenso wie beim Hund stellen eine defekte Hautbarriere und eine abnormale
Immunantwort auf Umweltallergene einen wichtigen Bestandteil des Krankheits-
geschehens dar (MARSELLA und DE BENEDETTO, 2017).

Die entzlindete atopische Haut beinhaltet eine Vielzahl an Zellen, die an der
Entziindungsreaktion beteiligt sind. Hierzu zahlen Langerhans-Zellen, dendritische
Zellen, Makrophagen, Mastzellen, neutrophile und eosinophile Granulozyten,
Fibroblasten sowie verschiedene Lymphozyten-Subtypen (PENG und NOVAK,
2015). Dendritische Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Allergenerkennung
und der Initiation einer Th2-dominierten Immunantwort, wie sie typischerweise bei
Mensch und Hund in der frihen Phase der atopischen Dermatitis auftritt (PENG
und NOVAK, 2015; OLIVRY et al., 2016; MARSELLA und DE BENEDETTO,
2017). Sie exprimieren den hochaffinen IgE-Rezeptor auf ihrer Oberflache, der
allergenspezifisches IgE bindet und damit Allergene detektieren kann. Nach
Allergenerkennung sorgen dendritische Zellen fiir eine gesteigerte Freisetzung
entzindungsférdernder Zytokine und Chemokine, wodurch sie ein wichtiges
verstarkendes Medium der allergischen Entziindung darstellen (NOVAK, 2012).
Sogenannte ,,Innate lymphoid cells* infiltrieren die atopische Haut und setzen
Zytokine des Th2-Typs, wie beispielsweise I1L-5, IL-9 und IL13 frei. Hierdurch
wird nach einer Stimulation durch Allergene, durch TSLP oder IL-33 die lokale
Entzlindung verstarkt (SALIMI et al., 2013). Ebenso wie beim Hund gehdren beim
Menschen 1L-4 und IL-13 zu den Hauptmediatoren der Th2-dominierten
Immunantwort (WANG et al., 2007; PENG und NOVAK, 2015; OLIVRY et al.,
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2016). Sie fuhrt letztlich zu einer IgE-Produktion durch B-Lymphozyten, einer
Differenzierung von dendritischen Zellen, einer Aktivierung von T-Lymphozyten
sowie einer Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten (PENG und NOVAK,
2015). Wahrend bei Hunden mit AD widerspriichliche Ergebnisse zur Menge an
Mastzellen in l&sionaler Haut vorliegen (WELLE et al., 1999; HAMMERBERG et
al., 2001; ABRAMO et al., 2014), findet sich bei Menschen mit AD eine erhohte
Anzahl an Mastzellen in l&sionaler Haut, insbesondere von Mastzellen, die IL-31
sezernieren (OTSUKA und KABASHIMA, 2015). Dies bestatigt die Vermutung,
dass Mastzellen zur atopischen Dermatitis beitragen (PENG und NOVAK, 2015).
Bei Mensch und Hund wird eine Rolle von IL-31 bei der Entstehung von Juckreiz
vermutet und es besteht ein Zusammenhang zwischen der Hohe an Serum-IL-31-
Werten und dem Schweregrad der AD (RAAP et al., 2008; MARSELLA et al.,
2018). Eine weitere Gemeinsamkeit zwischen beiden Spezies ist, neben dem
Th2/Th22-dominierten Phanotyp der Immunantwort in der friihen Phase der AD,
eine gemischte Th1/Th2 Immunreaktion in der chronischen Phase der Erkrankung
(NUTTALL et al.,, 2002; SCHLOTTER et al., 2011; GITTLER et al., 2012;
OLIVRY et al., 2016).

Eine defekte Hautbarriere spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese der AD
beim Menschen (PENG und NOVAK, 2015). Ebenso wie beim Hund sind nicht nur
lasionale Bereiche der Haut betroffen, sondern auch augenscheinlich gesunde
Hautpartien (SUAREZ-FARINAS et al., 2011). Ahnlich der cAD ist bei der
humanen AD das Stratum corneum maligeblich an der defekten Hautbarriere
beteiligt (VAN SMEDEN und BOUWSTRA, 2016). Neben Verénderungen der
Lipidkomposition, der Lipidorganisation und einer reduzierten Expression von
strukturellen Proteinen wie Loricrin und Filaggrin, trdgt auch die mechanische
Belastung durch Juckreiz-induziertes Kratzen zur Beeintrédchtigung der
Hautbarriere bei (SUAREZ-FARINAS et al., 2011; VAN SMEDEN und
BOUWSTRA, 2016). Auch die interzelluliren Verbindungen, die ,,Tight
junctions®, sind bei Atopikern beeintrachtigt (ZANIBONI et al., 2016). Eine
wichtige Erkenntnis der Erforschung der defekten Hautbarriere bei atopischen
Patienten stellt die Entdeckung verschiedener Mutationen des fir Filaggrin
codierenden Gens dar, die mit einem Funktionsverlust einhergehen (IRVINE et al.,

2011). Tréger einer Filaggrin-Mutation haben ein erhéhtes Risiko an atopischer
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Dermatitis zu erkranken, wodurch eine solche Mutation als wichtiger

Préadispositionsfaktor angesehen wird (WAN et al., 2017).

Auch beim Menschen besteht ein starker Zusammenhang zwischen einer defekten
Hautbarriere und der Giberschielfenden Immunantwort bei der Pathogenese der AD.
Durch die defekte Hautbarriere wird die Penetration von Allergenen vereinfacht
und es kommt schneller zu einem Kontakt zwischen Antigen und Antigen-
prasentierenden Zellen. Letztere wiederum initiieren nach Allergenkontakt eine
Entzindungsreaktion (MARSELLA und DE BENEDETTO, 2017). Die im
Rahmen der Immunantwort produzierten und freigesetzten Zytokine sind in der
Lage, die Hautbarriere weiter zu schéadigen, beispielsweise durch eine reduzierte
Expression von Schlisselproteinen der epidermalen Hautbarriere (PENG und
NOVAK, 2015). Hierdurch entsteht ein Teufelskreis, der vermutlich zur
Chronizitét der Erkrankung beitragt (MARSELLA und DE BENEDETTO, 2017).

Ebenso wie bei Hunden mit AD kann bei atopischen Menschen ein erhohtes
Vorkommen von Staphylokokken, am haufigsten von S. aureus, auf der Haut
nachgewiesen werden (KONG et al., 2012). Verglichen mit der Haut gesunder
Menschen lag bei Atopikern eine geringere Diversitat des Mikrobioms vor (KONG
und SEGRE, 2017). Eine Infektion mit Mikroorganismen spielt ebenfalls eine Rolle
in der Pathogenese der AD. Zum einen durch die Produktion bestimmter Toxine,
die die Hautbarriere schadigen und den Zelltod von Keratinozyten hervorrufen
kdnnen, zum anderen durch die Auslésung einer Th2-dominierten Entziindungs-
reaktion via TSLP-Freisetzung durch Keratinozyten (VU et al., 2010;
BRAUWEILER et al., 2014).

Bei der Mehrheit der Menschen mit AD kénnen hohe Serum-IgE-Werte gemessen
und eine positive Reaktion in einem Hauttest, dem sogenannten ,,Prick-Test,
beobachtet werden (TOKURA, 2010). Diese Form der AD wird als extrinsische
Form bezeichnet, im Gegensatz zur selteneren intrinsischen Form, die sich klinisch
nicht von der extrinsischen Form unterscheiden l&sst, jedoch durch einen negativen
Prick-Test und normale Serum-IgE-Werte charakterisiert wird (TOKURA, 2010).
Somit kénnen keine Allergene als Ausloser der Erkrankung mittels Haut- oder
Serumtest ausfindig gemacht werden, vergleichbar mit dem Phanomen der ,,Atopie-
ahnlichen Dermatitis* des Hundes (HALLIWELL, 2006).
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Hinsichtlich des klinischen Bildes der AD beim Menschen existieren ebenfalls
einige Parallelen zur AD des Hundes. Im akuten Stadium treten starker Juckreiz
und erythemattse Papeln oder Maculae auf (SILVERBERG, 2017).
Typischerweise betroffene Korperregionen unterscheiden sich je nach Altersgruppe
der Patienten. Bei kleinen Kindern sind Gesicht, Kopfhaut und die Streckseiten von
Armen und Beinen am haufigsten betroffen. Altere Kinder zeigen vermehrt
Lasionen an den Beugeseiten der Gliedmalien, wohingegen bei Erwachsenen
uberwiegend Kopf, Hals sowie H&nde und weniger die Beugeseiten der
Extremitaten betroffen sind (SILVERBERG et al., 2018). Aufgrund von Juckreiz-
bedingter Selbsttraumatisierung treten im Verlauf der Erkrankung sekundare
Lasionen wie Exkoriationen, ndssende Dermatitis und Lichenifikation auf
(SILVERBERG, 2017).

Beim Menschen stellt die atopische Dermatitis hdufig die erste klinische
Manifestation eines allergischen Krankheitsgeschehens mit dem Namen
»atopischer Marsch* dar. Unter dem atopischen Marsch versteht man das
sequenzielle Voranschreiten einer atopischen Erkrankung, beziehungsweise deren
Ausbreitung auf andere Organsysteme (SPERGEL und PALLER, 2003). So
konnen Patienten mit atopischer Dermatitis nach und nach ebenso eine allergische
Rhinitis und/oder allergisches Asthma entwickeln (SPERGEL und PALLER,
2003). In einer Studie entwickelten 43 % der Kinder mit atopischer Dermatitis
allergisches Asthma und 45 % eine allergische Rhinitis (GUSTAFSSON et al.,
2000). Der Schweregrad der AD stellt einen wichtigen Risikofaktor fir die
Entwicklung von Asthma und allergischer Rhinitis dar (SCHAFER et al., 1999;
GUSTAFSSON et al., 2000). So ist das Risiko bei moderat bis schwer mit AD
betroffenen Kinder héher als bei Kindern mit milder Auspragung der AD (VON
KOBYLETZKI et al., 2012). Der atopische Marsch ist ein Phdanomen, das beim
Hund nicht auftritt und stellt somit einen wichtigen Unterschied in der Erkrankung
zwischen Menschen und Hunden dar (MARSELLA und DE BENEDETTO, 2017).

Wieder eine Gemeinsamkeit beider Spezies ist die Diagnosestellung der AD. Genau
wie beim Hund basiert die Diagnosestellung der AD beim Menschen auf der
Krankengeschichte des Patienten, dem klinischen Erscheinungsbild und dem
Ausschluss anderer Hauterkrankungen (EICHENFIELD et al., 2017).

Therapeutisch stehen neben der Vermeidung von Kontakt zu Allergenen und

irritierenden Faktoren verschiedenste Modalitaten zur Verfugung. Der Einsatz von
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lokalen nicht-pharmakologischen und pharmakologischen Substanzen, von
Phototherapie, systemischer Pharmakotherapie oder von Biologika sollte an jeden
Patienten individuell angepasst werden (EICHENFIELD et al., 2017).

Zur Verbesserung der Hautfeuchtigkeit werden Bader mit warmem Wasser und
gegebenenfalls pH-neutralen, nicht parfumierten hypoallergenen Seifen mit
anschlieBendem Einsatz von feuchtigkeitsspendenden Cremes, Salben oder
Lotionen empfohlen (EICHENFIELD et al., 2017). Feuchtigkeitsspendende
Préparate verbessern die Hautbarriere und fiihren zu einem reduzierten TEWL. Sie
werden bei milder AD als primére Therapie und bei moderater bis schwerer AD
begleitend zu anderen Therapieansdtzen eingesetzt, wobei sie einen sparenden
Effekt verschreibungspflichtiger Medikamente austben konnen. Sie finden
Anwendung in akuter Erkrankung, in der erhaltenden Therapie und auch zur
Préavention weiterer Schibe (SCHNEIDER et al., 2013; EICHENFIELD et al.,
2014).

Wenn die Therapie mit nicht-pharmakologischen Praparaten versagt, kommen
zunachst lokal anwendbare Préparate mit pharmakologischen Eigenschaften zum
Einsatz. Hierzu zéhlen tiberwiegend Glukokortikoide und Calcineurininhibitoren,
flr die eine Effektivitat in der Therapie der akuten AD bei taglicher Anwendung
sowie das Potential zur Vermeidung eines Ruickfalls bei proaktiver Verabreichung
zwei- bis dreimal in der Woche nachgewiesen wurde (SCHNEIDER et al., 2013;
EICHENFIELD et al., 2014). In Bereichen mit diinner Haut ist beim Einsatz von
Glukokortikoiden Vorsicht geboten, aufgrund lokaler Nebenwirkungen wie
Hautatrophie und Teleangiektasie. Hier werden Calcineurininhibitoren wie
Tacrolimus oder Pimecrolimus bevorzugt, wobei diese Praparate nur bei Kindern
uber zwei Jahren und Erwachsenen angewendet werden durfen (SCHNEIDER et
al., 2013; EICHENFIELD et al., 2014).

In Fallen einer AD, die sich als therapieresistent auf lokale Therapie herausstellt,
ist eine systemische Therapie notwendig. In Abhangigkeit des Patientenalters, der
Krankengeschichte, der Kosten und Verfligbarkeit kommen eine Phototherapie, der
Einsatz systemischer Glukokortikoide, anderer Immunsuppressiva oder Biologika
infrage (SCHNEIDER et al., 2013; SIDBURY et al., 2014; EICHENFIELD et al.,
2017). Zu den empfohlenen immunmodulatorischen Wirkstoffen gehoren
Ciclosporin, Methotrexat, Mycophenolat-Mofetil und Azathioprin (SIDBURY et

al., 2014). Systemische Glukokortikoide sollten nur kurzfristig zur Therapie akuter
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Schiibe eingesetzt werden. Es wird von einem langfristigen Einsatz und einem
Einsatz bei Kindern abgeraten (SCHNEIDER et al., 2013; SIDBURY et al., 2014).
Die Wirksamkeit systemischer Antihistaminika wird kontrovers diskutiert, weshalb
ein sporadischer Einsatz von Préparaten mit sedativer Wirkung lediglich bei
Patienten empfohlen wird, die juckreiz-bedingte Schlafprobleme aufweisen
(SCHNEIDER et al., 2013; SIDBURY et al., 2014). Seit 2017 ist Dupilumab, ein
humaner monoklonaler Antikorper gegen den IL-4-Rezeptor o (IL-4Ra), als erstes
Biologikum zur Therapie von adulten Patienten mit therapieresistenter mittel- bis
hochgradiger atopischer Dermatitis zugelassen (DELEANU und NEDELEA,
2019). IL-4Ra ist ein Bestandteil wichtiger Rezeptoren, die die biologische
Funktion der Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 mediieren (WANG und BECK, 2016).
Durch die Bindung des Antikorpers an IL-4Ra wird der durch IL-4 und IL-13
vermittelte fordernde Effekt auf die allergische Entziindung blockiert (DELEANU
und NEDELEA, 2019). Eine Therapie mit Dupilumab zeigte sich effektiv in der
Verbesserung von Hautlasionen sowie in der Reduktion von Juckreiz und damit
einhergehend einer Verbesserung der Lebensqualitat der Patienten (BECK et al.,
2014). In einer Studie konnte unter Therapie eine reduzierte Expression von Th2-
Biomarkern und Genen, die mit einer T-Zell-Aktivierung assoziiert sind,
beobachtet werden. Nach vier Wochen unter Dupilumab-Therapie konnte eine
Anndherung des Transkriptoms von lasionaler atopischer Haut an das von nicht-
lasionaler Haut beobachtet werden (HAMILTON et al., 2014). Nemolizumab, ein
humaner monoklonaler Antikdrper gegen den IL-31-Rezeptor A (11-31RA), ist ein
Biologikum, das auf eine Minderung des IL-31-mediierten Juckreizes abzielt,
ahnlich der Wirkung von Lokivetmab bei Hunden (RUZICKA et al., 2017). Eine
randomisierte, Placebo-kontrollierte Studie wies eine signifikante Verbesserung
des Juckreizes bei erwachsenen Patienten mit mittel- bis hochgradiger AD unter
Therapie mit Nemolizumab nach (RUZICKA et al., 2017). Nemolizumab ist noch
nicht zugelassen und es bedarf weiterer Studien um die Langzeiteffektivitat sowie
die Sicherheit der Therapie zu beurteilen (DELEANU und NEDELEA, 2019).
Neben vielen weiteren Biologika und niedermolekularen Stoffen werden auch
Janus-Kinase-Inhibitoren als Therapeutikum fur die humane AD erforscht (WANG
und BECK, 2016). Im Gegensatz zur Tiermedizin gibt es fiir den Menschen bisher
noch kein zugelassenes Praparat (MARSELLA und DE BENEDETTO, 2017).
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Eine Allergen (-spezifische) Immuntherapie wird beim Menschen bislang
uberwiegend zur Therapie des allergischen Asthmas und wenig bei der atopischen
Dermatitis eingesetzt (DELEANU und NEDELEA, 2019). Es existieren Daten, die
flir das Potential einer AIT sprechen, den klinischen Verlauf der AD zu verbessern
und eine Reduktion lokal angewandter Glukokortikoide zu erméglichen (WERFEL
et al., 2006; BAE et al., 2013). Die Grundlage der Beweise fur eine Wirksamkeit
ist jedoch nur von méRiger Qualitdt (BAE et al., 2013). Aufgrund des aktuellen
Wissensstands wird daher eine AIT zur Therapie der AD beim Menschen nicht
angeraten (DELEANU und NEDELEA, 2019). In schweren, unkontrollierbaren
Fallen kann eine AIT jedoch in Betracht gezogen werden, da es keine
Kontraindikationen gibt und eine AIT keine Verschlechterung der AD hervorruft
(DARSOW, 2012; BAE et al., 2013).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchungsobjekte und Gewebeproben

Um rassebedingte Variationen der miRNA-Expression zu minimieren wurden
ausschlieBlich Labrador und Golden Retriever in die Studie eingeschlossen. Es
wurden Hautproben von drei unterschiedlichen Gruppen, namlich von Hunden mit
atopischer Dermatitis, Hunden mit nicht-allergischer Hauterkrankung und
hautgesunden Kontrollhunden, untersucht. Fir die beiden Gruppen mit erkrankter
Haut wurden zur Untersuchung Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete
Gewebeproben lasionaler Haut von Labrador und Golden Retrievern mit atopischer
Dermatitis und nicht-allergischen Hauterkrankungen aus dem Archiv eines
kommerziellen Labors fir Tierpathologie (Fachpraxis fir Tierpathologie Miinchen)
verwendet. AuBer einer Gewebeprobe aus dem Jahr 2017 wurden alle anderen im
Laufe des Jahres 2016 entnommen und zur histopathologischen Untersuchung
eingesandt. VVorbericht, klinisches Bild und histopathologischer Bericht wurden fur
jeden Patienten Uberprift und, falls erforderlich und angebracht, zusatzliche
Informationen durch telefonische Kontaktierung der einsendenden Tierdrzte
eingeholt. Einschlusskriterien fur die Gruppe der atopischen Dermatitis waren ein
mit atopischer Dermatitis Ubereinstimmender Vorbericht, ein typisches klinisches
Bild sowie ein passender histopathologischer Bericht. Patienten wurden von der
Studie ausgeschlossen, wenn sie innerhalb von 14 Tagen vor Probenentnahme mit
Glukokortikoiden, Antihistaminika, Immunsuppressiva oder Janus-Kinase-
Inhibitoren behandelt wurden, um Wirkstoff-bedingte Veranderungen der miRNA-
Expression auszuschlieBen. Fur die Gruppe der nicht-allergischen Haut-
erkrankungen wurden Gewebeproben mit histopathologischer Diagnose einer
Mykose, einer Demodikose und kutanem Mastzelltumor ausgewahlt. Patienten
wurden nur eingeschlossen, wenn sie keine vorberichtlichen, klinischen oder
histopathologischen Anzeichen einer atopischen Dermatitis aufwiesen. AulRerdem

wurden dieselben Ausschlusskriterien die Medikation betreffend angewandt.

Die Gewebeproben der gesunden Kontrolltiere wurden prospektiv im Jahr 2016
gesammelt. Labrador und Golden Retriever, die zu verschiedenen chirurgischen
Eingriffen in den Kleintierkliniken Hofheim und Oberhaching vorgestellt wurden,

wurden auf ihre Eignung zur Studie tberpruft. Fir einen Einschluss in die Studie
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mussten die Patienten gesunde Haut haben und es durfte weder anhand des
Vorberichts, noch anhand des klinischen Erscheinungsbildes der Verdacht auf das
Vorliegen einer AD oder eine anderen Hauterkrankung bestehen. Auch diese
Patienten durften 14 Tage vor ihrem operativen Eingriff keine der vorher genannten
Medikamente verabreicht bekommen haben. Anstatt eines geraden Hautschnitts
wurde eine spindelformige Inzision durchgefihrt, um die Gewebeprobe zu
gewinnen. Damit wurden den Tieren keine zusatzlichen Schmerzen, Leiden oder
Schaden zugefiigt. Das Hautstiick wurde unmittelbar in 10 % neutral-gepuffertes
Formalin gegeben und maximal Uber drei Tage fixiert. Anschliefend wurde die
Probe gemaR des Routineverfahrens fir dermatohistopathologische Proben des
Instituts flr Tierpathologie der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Minchen
in Paraffin eingebettet.

Fur jeden Hund lag eine Gewebeprobe zur Untersuchung vor.

Das Studiendesign wurde von der Ethikkomission des Zentrums fir Klinische
Tiermedizin der LMU Miinchen Gberpruft und unter der Nummer 62-13-02-2016

zugelassen.

2. Auswahl der miRNASs

Zur Untersuchung wurden 18 miRNAs ausgewahlt, nd&mlich miR-18b, miR-21,
miR-34b, miR-124, miR-142, miR-143, miR-146a, miR-146b, miR-155, miR-
193b, miR-202, miR-215, miR-223, miR-363, miR-409, miR-423a, miR-451 und
miR-1839. Als endogene Referenz-miRNAs wurden SNORD95 und RNUG6
verwendet. Die Auswahl basiert auf einer Kombination von Ergebnissen einer
Literaturrecherche, einer zuvor durchgefiihrten Pilotstudie und bisher
unveréffentlichten Ergebnissen einer miRNA-Expressionsanalyse bei Beagles von

Veterinardermatologen aus Florida unter der Leitung von Dr. Domenico Santoro.

Bei der Literaturrecherche wurden auf der Online-Datenbank ,,PubMed*
veroffentlichte Studien zu dem Schlagwort ,,miRNA“ in Kombination mit ,,atopic
dermatitis®, ,,atopy*, ,,allergic dermatitis®, ,,skin“ und deren Variationen durchsucht
und auf ihre Relevanz Uberprift. Da nach bestem Wissen der Autorin keine
Veroffentlichungen dieses Themas bei Hunden existieren, wurde das Augenmerk

auf Studien des Menschen, von Mausmodellen oder Zellkulturen gelegt.
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Die Pilotstudie umfasste die Untersuchung einer gesunden Hautprobe und einer
Hautprobe eines Hundes mit atopischer Dermatitis unter Verwendung eines Dog
miRNome miScript miRNA PCR Arrays (V16.0, 384-Well) (QIAGEN, Hilden,
Deutschland). Dieser Array untersucht die Expression der, gemal der Datenbank
»MiRBase*“ Version 16 verzeichneten 277 meist exprimierten und am besten

charakterisierten miRNA-Sequenzen des Hunde-miRNA-Genoms (miRNome).

3. RNA-Extraktion

Uberschiissiges Paraffin wurde mithilfe eines Skalpells von den Blécken entfernt,
bevor sie in 10 um diinne Schnitte mittels Mikrotom Microm HM360 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) geschnitten wurden. Die ersten Schnitte
wurden verworfen, um eine Kontamination zu verhindern und da die Oberflache
der Blocke wéhrend der Lagerungszeit der Luft ausgesetzt war. Je nach Grof3e der
eingebetteten Gewebeprobe wurden 1 - 6 Schnitte a 10 um pro Block erstellt, um
eine ungefahre Materialoberflache von 750 mm2 zu erreichen. Alle Schnitte einer
Probe wurden in ein 2,0 ml Safe-Lock-Réhrchen (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) gegeben. Proben der AD-Gruppe wurden mit dem Buchstaben ,,A*
fiir ,,Atopic Dermatitis“ und fortlaufenden Nummern, die Proben der nicht-
allergischen Hauterkrankungen mit dem Buchstaben ,,I* fiir ,,Inflammation* und
fortlaufenden Nummern und die gesunden Kontrollproben mit dem Buchstaben ,,C*

fur ,,Control* und fortlaufenden Nummern beschriftet.

Unter Verwendung des miRNeasy FFPE Kits (QIAGEN) wurde dem Protokoll
,Purification of total RNA, including miRNA, from FFPE tissue sections* des
Herstellers gefolgt und somit die Gesamt-RNA extrahiert. Demnach wurden zu den
Schnitten 320 pl Deparaffinierungslosung gegeben und diese durch vortexen
miteinander vermischt, gefolgt von einer anschlieBenden kurzen Zentrifugation.
Das Gemisch wurde fir 3 Minuten bei 56 °C inkubiert und dann bei Raum-
temperatur abgekuhlt. Im Anschluss wurden 240 ul des PKD-Puffers
hinzugegeben, das Rohrchen erneut gevortext und fur 1 Minute bei 11.000 x g
zentrifugiert. In die entstandene untere klare Phase wurden dann 10 pl Proteinase
K pipettiert. Es folgten zwei Inkubationsphasen, bei denen die Rohrchen zusétzlich
geschittelt wurden, zunéchst fur 15 Minuten bei 56 °C, gefolgt von 15 Minuten bei
80 °C. Die untere klare Phase wurde im Anschluss in ein neues 1,5 ml Réhrchen

abpipettiert und fir 3 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation fur
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15 Minuten bei 20.000 x g wurde der Uberstand in ein neues 1,5 ml Rohrchen
uberflhrt, ohne das entstandene Pellet zu verwirbeln. Nun wurden 25 pl des Puffers
DNase Booster Buffer und 10 pl der DNase | Stock Solution hinzugefiigt, und durch
Umdrehen des Roéhrchens vermischt, um die empfindliche DNase nicht zu
beschédigen. Nach einer kurzen Zentrifugation wurde die Mischung fiir 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 500 pl des RBC-Puffers und
1750 pl Ethanol 100 % hinzu pipettiert und gemischt. VVon der entstandenen
Mischung wurden 700 pl in die mitgelieferte RNeasy MinElute Spin Column
gegeben, die vorher in ein 2 ml Auffangréhrchen gesetzt wurde. Bei geschlossenem
Deckel wurde die Spin-Séule inklusive Auffangrohrchen fir 15 Sekunden bei
> 8.000 x g zentrifugiert und der Flow-through anschlieBend verworfen. Folgend
wurden erneut 700 pl des Gemischs in die Spin-Séule gegeben und die folgenden
Schritte wiederholt, bis das gesamte VVolumen verbraucht wurde. Danach wurden
500 pul des RPE-Puffers in die Sdule pipettiert, diese fur 15 Sekunden bei
>8.000 x g bei geschlossenem Deckel zentrifugiert und der Flow-through
verworfen. Dieser Vorgang wurde einmal mit einer Verlangerung der
Zentrifugationszeit auf 2 Minuten wiederholt. Im Anschluss wurde der Flow-
through zusammen mit dem Auffangréhrchen verworfen. Die Spin-Saule wurde
nun vorsichtig entnommen und in ein neues 2,0 ml R6hrchen gegeben. Bei offenem
Deckel wurde das Rohrchen fir 5 Minuten bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert
und der Flow-through mit dem Auffangréhrchen verworfen. Die Spin-Saule wurde
erneut in ein neues 1,5 ml Rdéhrchen gesetzt und dann mit 25 pul RNase-freiem
Wasser gefllt. Um die RNA aus der S&ule in dem RNase-freien Wasser zu lgsen,
wurde diese bei geschlossenem Deckel fir 1 Minute bei voller Geschwindigkeit

zentrifugiert.

Die RNA-Ausbeute wurde mittels NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) gemessen. Als Leerkontrolle

wurde RNase-freies Wasser verwendet.

Die extrahierte Gesamt-RNA wurde im Anschluss bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

4. Reverse Transkription

Die Gesamt-RNA einer jeden Probe wurde mithilfe des miScript Il RT Kits
(QIAGEN) gemaR der Herstellerangaben in die komplementdare DNA (cDNA)
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revers transkribiert. Die RNA einer jeden Probe wurde in einem Reaktionsréhrchen
abhangig von ihrer Konzentration so mit RNase-freiem Wasser verdunnt, dass
letztlich 12 pl Volumen mit einem RNA-Gehalt von 400 ng vorlagen. Die
Réhrchen wurden dann auf Eis gelagert. Folgend wurde, ebenfalls auf Eis, der
Reverse-Transkription-Master-Mix aus den in Tabelle 1 genannten Komponenten

hergestellt.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Reverse-Transkription-Master-Mix

Komponente Menge/Reaktion
5x miScript HiSpec Buffer 4ul
10x miScript Nucleics Mix 2 ul
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul
Gesamtvolumen 8 ul

Zu den 12 ul verdunnter RNA, die als VVorlage flr die reverse Transkription diente,
wurden anschlieBend 8 pl des Reverse-Transkription-Master-Mix hinzu pipettiert,
sodass das Gesamtvolumen pro Réhrchen 20 pl betrug. Die R6hrchen wurden dann
fir den Vorgang der reversen Transkription fur 60 Minuten bei 37 °C in einem
Mastercycler ep gradient S (Eppendorf AG) inkubiert, gefolgt von 5 Minuten bei
95 °C zur Inaktivierung der reversen Transkriptase. Als Kontrolle (No RT
Kontrolle) wurde eine Mischung aus RNA, Puffer und Nukleinsduren-Mix ohne

den Reverse-Transkriptase-Mix eingeschlossen.

5. Quantitative Real-Time PCR

Zur Durchfiihrung der quantitativen Real-Time PCR wurde das miScript SYBR
Green PCR Kit (QIAGEN) gemall dem vorgeschriebenen Protokoll fiir den Einsatz
von miScript Primer Assays (QIAGEN) verwendet. Als miRNA-spezifische
Vorwartsprimer wurden die folgenden miScript Primer Assays benutzt: cf_miR-
18b_1, cf miR-21_2, cf miR-34b_1, cf miR-124 1, cf miR-142_1, cf miR-143 1,
cf_miR-146a_1, cf miR-146b 1, cf miR-155 1, cf miR-193b_1, cf miR-202_1,
cf miR-215 1, cf miR-223 1, cf miR-363 1, cf miR-409 1, cf miR-423a 1,
cf_ miR-451_ 1 und cf miR-1839 1. Als endogene Kontroll-Assays wurden
hs RNU6-2_11 und SNORD95 hinzugeflgt.
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Die cDNA enthaltenen 20 ul Reaktionslésung der reversen Transkription wurden
mit je 200 pl RNase-freiem Wasser verdinnt. Dann wurde eine Reaktionsmischung
bestehend aus QuantiTect SYBR Green PCR Mix, miScript Universal-Primer,
miScript Primer Assay und RNase-freiem Wasser flr jede zu untersuchende
miRNA zubereitet und zusammen mit 1 pl der verdiinnten cDNA als Matrize in die

Vertiefungen einer PCR-Platte gegeben (Tabelle 2).

Tabelle 2: Reaktionsmischung zum Nachweis von miRNAs mithilfe des miScript
SYBR Green PCR Kits und miScript Primer Assays

Komponente Menge/Reaktion
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 5ul

10x miScript Universal Primer 1pl

10x miScript Primer Assay 1l
RNase-freies Wasser 2 ul
Verdunnte cDNA 1l
Gesamtvolumen 10 pl

Alle Proben wurden in doppelter Ausfiihrung analysiert, sodass fur jede miRNA
zwei Vertiefungen je Probe mit der spezifischen Reaktionsmischung und der
jeweiligen verdinnten cDNA der Probe bestiickt wurden. Die negativen
Kontrollproben bestanden zum einen aus Gesamt-RNA ohne reverse Transkription
(No RT Kontrolle), zum anderen aus der Reaktionsmischung ohne Zugabe von
cDNA (No Template Control). Insgesamt kamen vier 384-Well PCR-Platten
namens Framestar 384 (4titude Ltd, Wotton, Dorking, UK) zum Einsatz. Die
Platten wurden nach ihrer Bestlickung versiegelt und fir 3 Minuten bei 410 x g

zentrifugiert.

Die gPCR wurde unter Verwendung eines QuantStudio 6 Flex (Applied
Biosystems, Life technologies, Carlsbad, CA, USA) durchgefiihrt. Die DNA-
Polymerase wurde durch Inkubation bei 95 °C fiir 15 Minuten aktiviert, gefolgt von
40 Zyklen, bestehend aus Denaturierung (94 °C, 15 Sekunden), Primer-
hybridisierung (55 °C, 30 Sekunden) und Extension (72 °C, 30 Sekunden).

Eine Ubersicht der verwendeten Gerate findet sich in Tabelle 3.
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Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Geréte

Bezeichnung

Hersteller

Microm HM360

Mixer Uzusio VTX-3000L
Centrifuge 5417 R

Heraeus Multifuge 3 L-R

Thermomixer comfort

NanoDrop ND-1000
Spektrophotometer

Mastercycler ep gradient S

QuantStudio 6 Flex

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

LMS Co., Ltd, Tokyo, Japan
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Applied Biosystems, Life
technologies, Carlsbad, CA, USA

6. Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mithilfe des von QIAGEN zur Verfugung gestellten

Data Analysis Center durchgefihrt. Fold Change-Werte > 2 und < 0,5 wurden als

Indikatoren einer Hoch-,

beziehungsweise

Herunterregulation festgelegt.

Unterschiede der Expressionslevels wurden mittels Student’s t-test ermittelt, wobei

p-Werte unter 0,05 als statistisch signifikant angesehen wurden. Mittelwerte und

Standardabweichungen (SD) wurden mit GraphPad QuickCalcs (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) berechnet.
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V. ERGEBNISSE

1. Untersuchungsobjekte

Die Gruppe der gesunden Kontrolltiere und die Gruppe der Hunde mit atopischer
Dermatitis bestanden aus jeweils sieben Hunden, davon vier Golden Retriever und
drei Labrador Retriever. Funf Hunde, davon ein Golden Retriever und vier
Labrador Retriever mit nicht-allergischen Hauterkrankungen erfillten die
Anforderungen fiir eine Studienteilnahme. Die detaillierten Informationen zu den

eingeschlossenen Studienobjekten finden sich in Tabelle 4.
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Tabelle 4: Patientendaten der in die Studie eingeschlossenen Retriever

Nummer Rasse Alter [Jahre] Geschlecht ~ Hauterkrankung

Gesunde Hunde

C1 GR 7 M Keine
C2 GR 10 M Keine
C3 LR 10 MK Keine
C4 GR 7 WK Keine
C5 LR 3 WK Keine
C6 LR 8 MK Keine
C7 GR 4 M Keine

Atopische Hunde

Al GR 7 M AD
A2 GR 10 M AD
A3 GR 6 M AD
A4 GR 8 MK AD
A5 LR 6 M AD
A6 LR 6 MK AD
A7 LR 4 M AD

Hunde mit nicht-allergischer Hauterkrankung

11 LR 3 M Mykose

12 LR 9 M Mykose

13 LR 10 M Demodikose
14 LR 5 w Mastzelltumor
15 GR 10 w Mastzelltumor

GR = Golden Retriever, LR = Labrador Retriever, M = mannlich, W = weiblich, MK =
mannlich kastriert, WK = weiblich kastriert, AD = Atopische Dermatitis
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2. gRT-PCR

Der durchschnittliche Gesamtgehalt der RNA + SD (ng/ul), der bei der gesunden
Kontrollgruppe extrahiert wurde betrug 53,27 £ 28,29 ng/ul, der der AD-Gruppe
117,55 + 46,49 ng/ul und der der Gruppe nicht-allergischer Hauterkrankungen
132,72 + 31,52 ng/pl. Der RNA-Gehalt einer jeden Probe ist in Tabelle 5
aufgefiihrt.

Tabelle 5: RNA-Gehalt (ng/ul) aller Einzelproben

Atopische Dermatitis Gesund Nicht-allergische
Hauterkrankungen

Nr. RNA-Gehalt Nr. RNA-Gehalt Nr. RNA-Gehalt
Al 116,3 C1 24,5 11 154,4

A2 155,9 C2 111,7 12 108,5
A3 41,2 C3 45,5 13 89,5

Ad 167,7 C4 34,1 14 154,4

A5 133,6 C5 60,6 15 156,8

Ab 139,7 C6 44,5

A7 68,5 C7 52,0

Alle ausgewahlten miRNAs konnten in allen Proben detektiert werden, mit
Ausnahme von miR-34b, dessen Expression in vier Proben (N1, A5, E4, E5)
unentdeckt blieb, und miR-202, dessen Expression in zehn Proben (N1 - 3, N5 - 7,
A2, A4, E4, E5) nicht nachgewiesen werden konnte. Diese zwei miRNAs wurden
daher von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Beide Mastzelltumor-Proben (14
und 15) der Gruppe der nicht-allergischen Hauterkrankungen wurden ebenfalls von
der weiteren Analyse ausgeschlossen, da die Expression von acht, beziehungsweise
vier miRNAs (miR-18b, miR-34b, miR-124, miR-193b, miR-202, miR-215, miR-
363 und miR409) unbestimmt blieb.

Die Expression von acht miRNAs war zwischen der gesunden Kontrollgruppe und
Hunden mit Hauterkrankungen statistisch signifikant unterschiedlich (Fold Change
(FC) >2; <0,5 und p <0,05, Student’s t-Test). Sieben miRNAs zeigten eine
gesteigerte Expression, wobei die Expressionsunterschiede, gemessen in Fold

Changes, Werte von 2,1 bis 9,1 aufwiesen. Eine miRNA zeigte eine reduzierte
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Expression mit einem Fold Change von 0,4. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6

zusammengefasst.

Tabelle 6: Signifikant hoch- und herunterregulierte miRNAs der atopischen und
nicht-allergischen Dermatitis-Proben im Vergleich zu gesunder Haut

AD vs. Gesund Nicht-allergische
Hauterkrankungen vs. Gesund

MiRNA Fold Change p-Wert miRNA Fold Change p-Wert
Hochreguliert (Fold Change > 2; p < 0,05)

miR-21 4,42 0,0013 miR-21 9,08 0,0000
miR-142 3,40 0,0116  miR-142 7,36 0,0012
miR-146a 2,51 0,0002 miR-146a 4,08 0,0004
miR-155 2,07 0,0049 miR-155 3,44 0,0052
miR-18b 2,64 0,0081

miR-223 4,38 0,0095

miR-409 2,15 0,0129

Herunterreguliert (Fold Change < 0,5; p < 0,05)
miR-193b 0,43 0,0142

Im Vergleich der AD-Gruppe mit der Gruppe der gesunden Hunde zeigten sich vier
miRNAs signifikant iberexprimiert. Dies waren miR-21, miR-142, miR-146a und
miR-155. Dieselben vier und drei zusétzliche miRNAs (miR-18b, miR-223 und
miR-409) wurden in der Gruppe der nicht-allergischen Hauterkrankungen im
Vergleich zur gesunden Gruppe signifikant Gberexprimiert. In dieser Gruppe wurde
mit miR-193b die einzige miRNA mit signifikanter Unterexpression gefunden
(Tabelle 6). Die Richtung der Expressionsverdnderungen jeder miRNA mit
p < 0,05 war bei beiden Hauterkrankungsgruppen gleich, der einzige Unterschied
bestand im Grad der Uber- oder Unterexpression. Die Gruppe der gemischten
Hauterkrankungen wies in allen Fallen groRere Fold Change-Werte auf
(Abbildung 1).

Eine Ubersicht der relativen Expression aller miRNAs beider Testgruppen, jeweils

im Vergleich zur Kontrollgruppe, findet sich in Tabelle 7.
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Tabelle 7:

Relative Expression

aller

mIiRNAS

beider

Testgruppen
Die Fold Regulation stellt den negativen Kehrwert des Fold Changes dar und reprasentiert die Werte in einer biologisch sinnvollen Weise.

verglichen

mit

der

Kontrollgruppe.

AD vs. Gesund Nicht-allergische Hauterkrankungen vs. Gesund
mMiRNA Fold Change Fold Regulation p-Wert MIiRNA Fold Change Fold Regulation p-Wert
miR-18b 1,73 1,73 0,2019 miR-18b 2,64 2,64 0,0081
miR-21 4,42 4,42 0,0013 miR-21 9,08 9,08 0,0000
miR-34b 0,53 -1,87 0,1149 miR-34b 0,77 -1,28 0,4923
miR-124 0,38 -2,61 0,2373 miR-124 2,00 2,00 0,1552
miR-142 3,40 3,4 0,0116 miR-142 7,36 7,36 0,0012
miR-143 1,63 1,63 0,1867 miR-143 1,48 1,48 0,1783

miR-146a 2,51 2,51 0,0002 miR-146a 4,08 4,08 0,0004
miR-146b 1,69 1,69 0,4367 miR-146b 1,63 1,63 0,6913
miR-155 2,07 2,07 0,0049 miR-155 3,44 3,44 0,0052
miR-193b 0,58 -1,71 0,0252 miR-193b 0,43 -2,30 0,0142
miR-202 0,53 -1,87 0,1149 miR-202 0,77 -1,28 0,4923
miR-215 0,68 -1,46 0,4386 miR-215 1,07 1,07 0,9868
miR-223 3,66 3,66 0,0725 miR-223 4,38 4,38 0,0095
miR-363 1,48 1,48 0,1830 miR-363 1,32 1,32 0,3083
miR-409 1,93 1,93 0,0675 miR-409 2,15 2,15 0,0129
miR-423a 0,68 -1,46 0,0269 miR-423a 0,92 -1,07 0,7877
miR-451 0,67 -1,47 0,9016 miR-451 0,55 -1,79 0,3122
miR-1839 1,75 1,75 0,0056 miR-1839 1,32 1,32 0,3475
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Abbildung 1:  Expressionsunterschiede  der  signifikant  unterschiedlich
exprimierten miRNAs zwischen den Testgruppen und der Kontrollgruppe.
Die Fold Regulation stellt den negativen Kehrwert des Fold Changes dar und
reprasentiert die Werte in einer biologisch sinnvollen Weise.
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Abbildung 2: Gruppenbasierte nicht-tiberwachte hierarchische Clusteranalyse.
Die Farbe Rot steht fiir eine hohe, die Farbe Schwarz eine durchschnittliche und die
Farbe Grin eine niedrige Expression der miRNAs. Dendrogramme zeigen eine
ahnliche miRNA-Expression von Proben, beziehungsweise eine Co-Regulation von
miRNAs an.
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Abbildung 3: Nicht-tberwachte hierarchische Clusteranalyse der Einzelproben.
Die Farbe Rot steht fur eine hohe, die Farbe Schwarz eine durchschnittliche und die
Farbe Grin eine niedrige Expression der miRNAs. Dendrogramme zeigen eine
ahnliche miRNA-Expression von Proben, beziehungsweise eine Co-Regulation von
miRNAs an.

Abbildung 2 und Abbildung 3 zeigen die Ergebnisse einer nicht-lberwachten
hierarchische Clusteranalyse, die basierend auf der miRNA-Expression der Proben
durchgefihrt wurde. Bei dieser Analyse wurden die Proben unabhéngig davon,
welcher Gruppe sie ursprunglich angehorten, ausschlieflich anhand der
Ahnlichkeit ihrer miRNA-Expression gruppiert. AuBerdem zeigt die erzeugte
Heatmap mittels einer Farbcodierung den Grad der Expression der miRNAs an. Die
zusatzlich generierten Dendrogramme geben einen Uberblick tiber die Ahnlichkeit
von Proben untereinander (anhand ihrer miRNA-Expression) oder zeigen, im Falle
der einzelnen miRNAs, eine mogliche Co-Regulation an.

Anhand des Clusterings wurden fast alle Proben gesunder Haut von denen
erkrankter Haut separiert. Lediglich die Proben A1 und A5 waren vermischt mit
den Proben gesunder Haut. Das Dendrogramm zeigt, dass eine groRe Ahnlichkeit
der miRNA-Expression zwischen den Proben A2 - 4, A6 und I1 - 3 vorliegt. Die
Proben sind innerhalb dieser Gruppierung allerdings untereinander vermischt,
sodass eine Unterscheidung der Proben aus der Gruppe der nicht-allergischen
Hauterkrankungen von den Proben der atopischen Dermatitis anhand der miRNA-
Expression nicht moéglich ist. Wie in der Gruppenibersicht der Clusteranalyse gut
zu sehen ist, unterscheidet sich die miRNA-Expression gesunder Haut von der
Expression erkrankter Haut. Die miRNAs mit einer hohen Expression in

entziindeter Haut zeigen Uberwiegend eine niedrige Expression in gesunder Haut,
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und umgekehrt. Auch die Aufzweigung des Dendrogramms verdeutlicht erneut,
dass sich die Gruppe der AD und die Gruppe der nicht-allergischen
Hauterkrankungen &hnlich sind und sich von der Kontrollgruppe unterscheiden.
Eine Differenzierung zwischen der Gruppe der atopischen Dermatitis und der
Gruppe der nicht-allergischen Hauterkrankungen anhand der Clusteranalyse ist
nicht moglich.

Die signifikant tberexprimierten miRNAs der AD-Gruppe gruppierten sich bei der
Analyse nebeneinander und die Aufzweigungen des Dendrogramms zeigen, dass

diese miRNAs moglicherweise co-reguliert werden.
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V. DISKUSSION

In dieser Studie wurde die kutane Expression von 18 Ziel-miRNAs aus gesunden,
atopischen und nicht-allergisch entziindeten Hautproben von Labrador und Golden
Retrievern untersucht. Es wurden signifikante Unterschiede zwischen gesunder und
entziindeter Haut gefunden, allerdings konnte die atopische Dermatitis nicht von

nicht-allergischer Entziindung differenziert werden.

Die Studie bestatigt bisherige Erkenntnisse uber die Maoglichkeit einer
erfolgreichen RNA-Extraktion aus FFPE-Hautproben, wie sie bereits in der
Literatur beschrieben wurde (LOVENDOREF et al., 2012). Der Einsatz von etwa
400 ng Gesamt-RNA pro Probe resultierte generell in einer verlasslichen miRNA-
Detektion unter Verwendung von miRNA Primer Assays.

Die beiden Mastzelltumorproben (14 und 15) aus der Gruppe der nicht-allergischen
Hauterkrankungen wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen, da acht,
beziehungsweise vier miRNAs (miR-18b, miR-34b, miR-124, miR-193b, miR-202,
miR-215, miR-363 und miR-409) nicht detektiert werden konnten. Eine schlechte
Qualitat der Proben als Grund fir dieses Resultat erscheint unwahrscheinlich, da
sich die Ausbeute der Gesamt-RNA beider Proben nicht von dem RNA-Gehalt der
anderen Proben unterschied. Da es sich bei beiden Proben um kutane
Mastzelltumoren handelte, ist mdglich, dass die undetektierten miRNAs in
Mastzelltumorgewebe nicht oder zu gering exprimiert werden. Nach bestem
Wissen der Autorin liegt bisher nur eine veroffentlichte Studie vor, die die miRNA-
Expression in Mastzelltumoren von Hunden untersuchte (FENGER et al., 2014). In
der Studie wurde ein Set von 377 humanen miRNAs untersucht, von denen 151
eine hundertprozentige Konservierung zwischen Hund und Mensch aufweisen. Von
den acht nicht detektierten miRNAs findet in der Studie lediglich miR-18b
Erwahnung, fir die eine gesteigerte Expression bei hochgradig malignen
Mastzelltumoren im Vergleich zu geringgradig malignen Mastzelltumoren
nachgewiesen wurde (FENGER et al., 2014). Ob die restlichen sieben miRNAs von
Interesse in der Studie untersucht wurden, ist nicht ersichtlich. Daher kann
abschlieBend keine Aussage dariiber gemacht werden, ob der fehlende
Expressionsnachweis der genannten miRNAs in den Mastzelltumorproben auf den

Gewebetyp zurtickzufiihren ist oder andere Griinde daftr verantwortlich waren.
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Zwei miRNAs, ndmlich miR-34b und miR-202 konnten in multiplen Proben nicht
nachgewiesen werden. Der Grund hierfir ist nicht bekannt. Beide miRNAs wurden
von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Die kutane Expression von vier miRNAs (miR-21, miR-142, miR-146a und miR-
155) zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen atopischen und gesunden
Hunden. Diese Ergebnisse stimmen mit multiplen Studien berein, die eine hohe
Expression dieser miRNAs in der Haut von Menschen mit AD nachgewiesen haben
(SONKOLY et al., 2007; SONKOLY et al., 2010; RALFKIAER et al., 2014; MA
et al., 2015). Generell handelt es sich bei miR-21, miR-146a und miR-155 um die
meist untersuchten miRNAs in Bezug auf das Immunsystem (REBANE und
AKDIS, 2014). Da sie nicht nur von Keratinozyten, sondern auch von
infiltrierenden Immunzellen exprimiert werden, ist es nicht Uberraschend, dass eine
gesteigerte Expression dieser miRNAs auch in anderen allergischen Erkrankungen
und T-Zell-mediierten Hautkrankheiten wie Kontaktdermatitis, Asthma,
eosinophiler Osophagitis und Psoriasis nachgewiesen wurde (SONKOLY et al.,
2007; MEISGEN et al., 2012; VENNEGAARD et al., 2012; LU und
ROTHENBERG, 2013; MALMHALL et al., 2014).

Da nach dem besten Wissen der Autorin keine bisher verdffentlichten Studien tber
die miRNA-Expression bei Hunden mit atopischer Dermatitis vorliegen, werden
vergleichend Ergebnisse von Studien des Menschen, von Mausmodellen, oder
Zellkulturen herangezogen.

MiR-142 zeigte sich in dieser Studie in atopischer Haut Uberexprimiert. Eine hohe
Expression konnte bereits bei Menschen und M&usen mit Kontaktdermatitis, bei
Menschen mit AD sowie in l&sionaler Haut bei Menschen mit Psoriasis gezeigt
werden (SONKOLY et al., 2007; SONKOLY et al., 2010; VENNEGAARD et al.,
2012). Es besteht ein Zusammenhang zwischen miR-142-Expression und T-Zellen,
unter anderem im Hinblick auf eine T-Zell-Aktivierung. Eine Studie untersuchte
die miRNA-Expression in allergischer Kontaktdermatitis und zeigte, dass eine
Hochregulation von miR-142 nur bei sensibilisierten Patienten auftrat, was eine
Rolle von miR-142 im erworbenen Immunsystem vermuten lasst (VENNEGAARD
et al., 2012). AulRerdem wurde eine gesteigerte Expression von miR-142 in IL-4-
behandelten Keratinozyten und einem Mausmodell der humanen AD gefunden
(BAO et al., 2018). Somit wurden Keratinozyten als mogliche Quelle einer hohen

miR-142-Expression identifiziert. In einer anderen Studie wurde der Effekt von
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miR-142 auf humane und murine Mastzellen in vitro untersucht, und es zeigte sich
eine verstarkte FceRI-mediierte Degranulation fiur miR-142-transfizierte Mast-
zellen. Dies zeigt einen weiteren moglichen Mechanismus auf, durch den miR-142
zu einer allergischen Entzlindung beitragen kann (YAMADA et al., 2014). Im
Hinblick auf die atopische Dermatitis als T-Zell-mediierte Erkrankung und einer
mdoglichen Rolle von Mastzellen in deren Pathogenese, stellt die gesteigerte
Expression von miR-142 in dieser Studie einen plausiblen Fund dar. Durch
Beeinflussung einer T-Zell-Aktivierung und der Freisetzung von Entzindungs-
mediatoren durch Mastzellen spielt miR-142 mdglicherweise eine Rolle in der

Pathogenese der AD.

Sowohl die Expression von miR-146a, als auch die von miR-142 war nicht nur in
der Haut atopischer Hunde hochreguliert, sondern auch in der Haut von Menschen
mit AD und Psoriasis (SONKOLY et al., 2007; RALFKIAER et al., 2014,
REBANE et al., 2014). Wahrscheinlich wird miR-146a uberwiegend von
infiltrierenden Immunzellen, insbesondere von CD4+CD25+ regulatorischen T-
Zellen, dendritischen Zellen und Mastzellen exprimiert (SONKOLY et al., 2007).
Wiéhrend eine Studie keine Expression von miR-146a in Keratinozyten nachweisen
konnte, berichten drei andere Studien gegenteilige Ergebnisse (SONKOLY et al.,
2007; REBANE et al., 2014; HERMANN et al., 2017; SRIVASTAVA et al., 2017).
Eine Uberexpression von miR-146a wurde in menschlichen Keratinozyten und
Fibroblasten nachgewiesen, die unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine
wie TNF-o, IL-17 und IFNy standen. MiR-146a fuhrt zu einer Suppression
entziindungsfordernder Mediatoren im Rahmen von Toll-like-Rezeptor-
Signalwegen sowie NFkB-abhangigen Entziindungsreaktionen (TAGANOV et al.,
2006; MEISGEN et al., 2014; REBANE et al., 2014; HERMANN et al., 2017).
Dadurch wird ein entzindungshemmender Effekt erzielt. Als Angriffspunkt dieses
Mechanismus dienen CARD10, IRAK1 und TRAF6, Schlusselmolekdile, die dem
TLR-Signalweg nachgeschaltet sind oder vorgeschaltet dem NF«B-Signalweg als
Signalumsetzer dienen. Durch Abzielen von miR-146a auf die Expression dieser
Molekiile entsteht ein potenter negativer Ruckkoppelungsmechanismus
(TAGANOV et al., 2006; MEISGEN et al., 2014; REBANE et al., 2014). Die
Kontrolle iiber NFxB-mediierte Entzindungsprozesse verleint miR-146 eine
essentielle regulatorische Funktion in Angelegenheiten der angeborenen

Immunitat. Aufgrund dieser Erkenntnisse kann eine gesteigerte miR-146a-
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Expression als Reaktion auf einen entzlindlichen Stimulus als ein generelles
Charakteristikum der Haut angesehen werden (MEISGEN et al., 2014; REBANE
et al., 2014). Es wird vermutet, dass es sich bei einer Steigerung der miR-146a-
Expression um einen Versuch des Kérpers handelt, eine tberschiefende und damit
schadliche Entziindung zu lindern (SRIVASTAVA et al., 2017). Die Tatsache, dass
trotz hoher Expression von miR-146a ein Entzindungsvorgang vorliegt,
verdeutlicht, dass dies allein nicht ausreichend ist, um eine Kontrolle zu erzielen.
Dennoch kann miRNA-146a als mdglicher Angriffspunkt zukunftiger
Therapieanséatze dienen. In Nanokomplexen zusammen mit zellpenetrierenden
Peptiden zeigte sich miR-146a nadmlich in der Lage, humane Keratinozyten zu
penetrieren und dort eine Suppression ihrer direkten Ziele zu erreichen (URGARD
et al.,, 2016). Die subkutane Injektion dieser Nanokomplexe flihrte zu einer
reduzierten Schwellung der Ohren und einer geringeren Expression entziindungs-
fordernder Faktoren in einem Mausmodell der irritierenden Kontaktdermatitis.
Damit wurde das mogliche Potential fur den Einsatz von miR-146a als
therapeutischen Wirkstoff bei entzindlichen Hauterkrankungen aufgezeigt
(URGARD et al., 2016).

Im Gegensatz zu miR-146a, weist miR-155 entzlindungsférdernde Eigenschaften
auf. Durch spezifisches Binden von CTLA4, einem Inhibitor der T-Zell-
Aktivierung, sorgt miR-155 fiir eine gesteigerte Proliferation von aktivierten CD4+
T-Zellen (SONKOLY et al., 2010). Erhohte Expressionslevel bei Menschen mit
AD sind Uberwiegend auf die Expression durch infiltrierende Immunzellen wie
beispielsweise CD4+ T-Helferzellen und DC zuruckzufiihren, obwohl auch
Fibroblasten, Mastzellen sowie menschliche Keratinozyten nachgewiesenermalien
in der Lage sind, miR-155 zu exprimieren (SONKOLY et al., 2010; MA et al.,
2015; BAO et al., 2018). Neben CTLA4 ist auch SOCS1, ein negativer Regulator
des JAK/STAT-Signalwegs, ein direktes Ziel fir miR-155. Der JAK/STAT-
Signalweg spielt eine essentielle Rolle in der Dysregulation der Immunantwort bei
atopischer Dermatitis, die UberschielRende Th2-Immunantwort, die Aktivierung von
eosinophilen Granulozyten und die Unterdriickung von regulatorischen T-Zellen
mit eingeschlossen (BAO et al., 2013). Durch die Unterdriickung der Expression
von SOCS1 beeinflusst miR-155 die durch den JAK/STAT-Signalweg vermittelte
Regulation von Aktivierung, Differenzierung sowie Funktion der Lymphozyten
und kann so zur Pathogenese der AD beitragen (YAO et al., 2012; MA et al., 2015).
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AuRerdem fordert miR-155 insbesondere die Differenzierung von Th17-Zellen und
deren Funktion, wodurch es zu einem erhohten Prozentsatz an Th17-Zellen und
einer gesteigerten Expression von IL-17-mRNA in peripheren T-Zellen, in der Haut
und im Plasma von Menschen mit AD kommt (YAO et al., 2012; MA et al., 2015).
Th17-Zellen sind IL-17-produzierende CD4+ T-Helferzellen, die eine wichtige
Rolle in der Regulation des Immunsystems spielen und in entzlindliche
Erkrankungen wie beispielsweise atopischer Dermatitis involviert sind. Neben IL-
17 produzieren Thl7-Zellen auch IL-21 und IL-22, wodurch sie nicht nur zur
Immunabwehr eines Individuums beitragen, sondern auch eine pathogene Rolle bei
der Entstehung einer UberschieBenden Entziindung in verschiedenen Geweben
spielen konnen (BETTELLI et al., 2008). Ma et al. zeigten in ihrer Studie, dass eine
positive Korrelation zwischen miR-155-Expression und dem Schweregrad einer
AD vorlag, wodurch miR-155 auch zu einem mdglichen Angriffspunkt neuer
miRNA-basierter Therapeutika fir die atopische Dermatitis wird (MA et al., 2015).
Aul3er in atopischer Dermatitis konnte eine Rolle von miR-155 in der Regulation
einer Th2-mediierten allergeninduzierten eosinophilen Atemwegsentziindung
festgestellt werden (MALMHALL et al., 2014). Die Expression von miR-155 hatte
eine gesteigerte Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten zum Entziindungsort
zur Folge, was einen weiteren Mechanismus aufzeigt, durch den miR-155 zu einer

allergischen Entzlindung beitragen kann.

MiR-21 zeigte in dieser Studie die grofiten FC-Werte im Vergleich von gesunder
und atopischer Haut. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem anderer Studien, die eine
signifikante Hochregulierung in l&sionaler Haut von Menschen mit AD und
Psoriasis, als auch in der Haut von Mé&usen und Menschen mit Kontaktdermatitis
nach Allergenexposition nachwiesen (SONKOLY et al., 2007; MEISGEN et al.,
2012; VENNEGAARD et al., 2012). Eine Rolle von miR-21 in multiplen
allergischen Konditionen konnte weiterhin durch eine stark ausgepragte Expression
in Patienten mit eosinophiler Osophagitis und verschiedenen experimentellen
Asthmamodellen nachgewiesen werden (LU und ROTHENBERG, 2013). MiR-21
wird sowohl von Keratinozyten und Fibroblasten, als auch von Immunzellen wie
Mastzellen, DC sowie epidermalen und dermalen Lymphozyten exprimiert
(SONKOLY et al., 2007; MEISGEN et al., 2012). Ein moglicher Mechanismus,
durch den miR-21 an T-Zell-vermittelten Hautentzindungen beteiligt sein kann, ist

die gesteigerte Expression wéhrend einer T-Zell-Aktivierung, bei der miR-21 die
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Apoptose von aktivierten T-Zellen unterdriickt (MEISGEN et al., 2012; LU und
ROTHENBERG, 2013). IL-12p35 ist eine errechnete Zielstruktur fir miR-21 und
stellt ein Schlisselmolekiil in der Th2-Polarisierung dar (LU etal., 2009; SAWANT
etal., 2013). Daraus resultierend kann miR-21 durch eine gesteigerte Expression zu
einer Suppression von 1L12p35 und somit einer (UberschieBenden Th2-
Immunantwort fiihren, wie sie typischerweise in der frihen Phase der atopischen
Dermatitis gefunden werden kann. Auf diese Weise und durch T-Zell intrinsische
Wege, kann miR-21 in eine allergische Entziindung involviert sein (SAWANT et
al., 2013). AuBerdem scheint miR-21 ebenfalls einen Einfluss auf das
Degranulationsverhalten von Mastzellen zu haben. Eine Studie zeigte, dass bei
Mausen eines Modells der allergischen Kontaktallergie eine Linderung der
Symptome durch die lokale Anwendung des pflanzlichen Wirkstoffs Berberin
erzielt werden konnte (LI et al., 2018). Dieser lindernde Effekt scheint zumindest
teilweise durch eine unterdriickte miR-21-Expression vermittelt zu sein, die durch
Berberin erzielt wird. In vitro wurde nachgewiesen, dass reduzierte Spiegel von
miR-21 zu einer geringeren Degranulation muriner Mastzellen und somit einer
reduzierten Infiltration von Entzlindungszellen fiihrte (LI et al., 2018). Dadurch
tragt eine hohe Expression von miR-21 mdéglicherweise, ahnlich wie bei miR-142,
durch eine gesteigerte Mastzelldegranulation und folgender Entziindungszell-
rekrutierung zum Entziindungsgeschehen der AD bei.

Alle vier signifikant Uberexprimierten miRNASs in atopischer Haut waren ebenfalls
in den Hautproben von Hunden mit Demodikose und Dermatophytose im Vergleich
zu gesunder Haut Gberexprimiert. Dieses Ergebnis zusammen mit dem Nachweis
anderer Studien, dass eine hohe Expression auch in anderen Hauterkrankungen
beim Menschen wie Psoriasis (SONKOLY et al., 2007; MEISGEN et al., 2012;
HERMANN et al.,, 2017; SRIVASTAVA et al., 2017), Kontaktdermatitis
(VENNEGAARD et al., 2012; URGARD et al.,, 2016) oder Hidradenitis
suppurativa (HESSAM et al., 2017) gefunden wurde, spricht fiir eine generelle
Rolle dieser miRNAs bei Entziindungen der Haut. Eine gesteigerte Expression von
miR-21, miR-142, miR-146a und miR-155 scheint somit eher ein charakteristisches
Merkmal entzindlicher Hauterkrankungen im Allgemeinen, als ein cAD-

spezifisches Muster zu sein.

Aullerdem ist die Expression dieser miRNAs und ihre Rolle in der Regulation
wichtiger pathogener Mechanismen von allergischer Entziindung nicht auf die Haut
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begrenzt, sondern kann auch in anderen Organsystemen und bei Erkrankungen wie
allergischem Asthma und eosinophiler Osophagitis nachgewiesen werden (LU und
ROTHENBERG, 2013). Dies ist darauf zuriickzufihren, dass miR-21, miR-142,
miR-146a und miR-155 unter anderem durch Immunzellen exprimiert werden, die
im gesamten Organismus vorkommen konnen und in unzahlige Vorgange des

Immunsystems involviert sind.

Eine Limitation dieser Studie stellt die begrenzte Anzahl untersuchter Proben,
insbesondere der Gruppe der nicht-allergischen Hauterkrankungen, dar. Nur
wenige Proben, die fir diese Gruppe in Frage kamen, erflllten die
Einschlusskriterien. Zudem mussten die beiden Mastzelltumorproben wegen

unzufriedenstellender miRNA-Detektion im Nachhinein ausgeschlossen werden.

Eine weitere Limitation ergibt sich aus dem retrospektiven Charakter des
Studienprotokolls zur Sammlung der Proben hauterkrankter Hunde. Die Diagnose
einer cAD wurde angenommen, sofern die histopathologischen Befunde mit den,
von den einsendenden Tierdrzten berichteten, klinischen Anzeichen
ubereinstimmte. Eine grundliche diagnostische Aufarbeitung war fir eine
Studienteilnahme nicht zwingend erforderlich. Eine solche waére natlrlich
wiinschenswert gewesen, um tatsachlich nur Hunde mit gesicherter Diagnose der
AD zu integrieren. Die dafur erforderlichen detaillierten Patientendaten waren
retrospektiv nicht in ausreichender Menge vorliegend, weshalb eine gesicherte
Ausschlussdiagnose einer AD als Einschlusskriterium dieser Studie zu einer
ungentigend groRen Untersuchungsgruppe gefiihrt hatte. Des Weiteren kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Hunde nicht doch Medikamente verabreicht
bekommen haben, die die miRNA-Expression beeinflusst haben kénnen, ohne dass
diese angegeben wurden. Weiterhin kann nicht mit abschlielender Sicherheit
ausgeschlossen werden, dass Patienten der Gruppen der nicht-allergischen
Hauterkrankungen und der gesunden Kontrolltiere nicht doch eine allergische
Hauterkrankung aufwiesen, zu der keine Angabe gemacht wurde oder die unerkannt

geblieben ist.

Da lediglich 18 miRNAs in dieser Studie untersucht wurden, ist es méglich, dass
ein spezifisches Expressionsprofil der cAD aufgrund der getroffenen Auswahl an
miRNAs unentdeckt blieb. Die Auswahl der miRNAs erfolgte nach bestem Wissen
und mit der Bemihung die relevantesten miRNAs zur untersuchten Fragestellung

zu identifizieren, es bleibt jedoch bislang unbekannt, ob die untersuchten miRNAs
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tatsachlich diejenigen mit der wichtigsten Rolle bei allergischer Dermatitis
darstellen. AuRerdem orientierte sich die Auswahl der miRNAs berwiegend an
Ergebnissen von humanmedizinischen Studien, Zellkulturen oder Mausmodellen.
Obwohl sich die atopische Dermatitis des Menschen und des Hundes sehr &hnlich
sind, ist dennoch nicht auszuschlielen, dass im Hinblick auf die miRNA-
Expression moglicherweise Unterschiede vorliegen und somit beim Hund andere
miRNAs als beim Menschen eine Rolle bei der Pathogenese der AD spielen. Fir
weitere Studien mit groRerem Umfang, sowohl an zu untersuchenden miRNAs, als
auch der Studienpopulation, besteht somit weiterhin die Mdglichkeit ein
krankheitsspezifisches miRNA-Expressionsmuster fur die canine atopische

Dermatitis zu entdecken.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass eine signifikant erh6hte Expression von
miR-21, miR-142, miR-146a und miR-155 in lasionaler atopischer Haut im
Vergleich zu gesunder Haut von Labrador und Golden Retrievern gefunden wurde.
Die Expression dieser miRNAs war jedoch nicht spezifisch flr eine allergische
Entzindung, da atopische und nicht-allergische Entziindung é&hnliche
Expressionsmuster zeigten. Basierend auf dieser Studie sind keine der untersuchten
miRNASs in der Lage eine atopische Dermatitis bei Labrador oder Golden
Retrievern von anderen entziindlichen Hauterkrankungen zu differenzieren. Die
untersuchten miRNAs mit signifikant hoher Expression scheinen eine generelle

Assoziation mit entziindlichen Hautzustanden aufzuweisen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die atopische Dermatitis (AD) ist eine héaufig auftretende Hauterkrankung bei
Hunden, die neben der namensgebenden Entziindung mit Juckreiz einher geht. In
den meisten Féllen sind die im Laufe der allergischen Sensibilisierung gebildeten
IgE-Antikorper gegen Umweltallergene gerichtet. Die Pathogenese stellt ein
komplexes Zusammenspiel aus Umweltfaktoren, Stérungen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems sowie einer beeintrachtigten Hautbarriere dar. Bislang
ist eine aufwandige diagnostische Aufarbeitung zur Diagnosestellung der AD
notwendig, da keiner der kommerziell verfligbaren Allergietests geeignet ist, um
zwischen einer caninen atopischen Dermatitis und anderen Hauterkrankungen zu
differenzieren. Labrador und Golden Retriever sind genetisch préadisponierte

Rassen fiir eine atopische Dermatitis.

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze, einzelstrangige RNA-Molekile, die post-
transkriptionell entweder mittels mRNA-Abbau oder durch translationale
Unterdrickung die Genexpression regulieren koénnen (LEE et al., 1993;
WIGHTMAN et al., 1993). Sie sind in vielen wichtigen biologischen Prozessen
beteiligt und eine veranderte Regulation der Expression wurde in verschiedenen
Erkrankungen beobachtet. Es wird vermutet, dass die Expression von miRNAs
gewebsspezifisch ist und je nach Krankheit charakteristische Expressionsprofile
vorliegen konnen. In einer allergischen Entziindung sind miRNAs in der Lage,
sowohl Einfluss auf Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems, als
auch auf Keratinozyten auszuiiben und dadurch den Verlauf der Erkrankung
mafgeblich mitzubestimmen. Eine AD-spezifische miRNA-Expression konnte flr
neue diagnostische und therapeutische Ansétze von grofiem Interesse sein.

Das Ziel dieser Studie war es, die miRNA-Expression von 18 miRNAs aus der Haut
von Labrador und Golden Retrievern mit atopischer Dermatitis zu untersuchen und
diese mit den Ergebnissen von gesunder Haut sowie nicht-allergisch entziindeter
Haut zu vergleichen. Abschliel3end sollte die Frage beantwortet werden, ob ein AD-

spezifisches Expressionsmuster existiert.

Zur Untersuchung wurden Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Hautproben
von sieben gesunden sowie sieben atopischen Labrador und Golden Retrievern

gesammelt. Die Gruppe der nicht-allergischen Hauterkrankungen bestand aus
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Proben von finf Hunden mit Dermatophytose, Demodikose oder kutanem
Mastzelltumor. Aus den Proben wurde die gesamte RNA extrahiert, revers
transkribiert und anschlielend flr eine quantitative Real-Time Polymerase-
Kettenreaktion verwendet. Unter Verwendung von miRNA Primer Assays wurden
die folgenden 18 miRNAs untersucht: miR-18b, miR-21, miR-34b, miR-124, miR-
142, miR-143, miR-146a, miR-146b, miR-155, miR-193b, miR-202, miR-215,
miR-223, miR-363, miR-409, miR-423a, miR-451 sowie miR-1839. Als endogene
Referenz-miRNAs wurden SNORD95 und RNUG6 verwendet. Die Auswahl der
miRNAs erfolgte anhand von bisher berichteten Ergebnissen zum Thema ,,miRNA-
Expression in allergischen Hauterkrankungen“ und einer zuvor durchgefihrten
Pilotstudie.

In lasionaler atopischer Haut konnte im Vergleich zu gesunder Haut eine signifikant
erhéhte Expression von miR-21, miR-142, miR-146a und miR-155 nachgewiesen
werden. Die Hautproben mit Dermatophytose und Demodikose zeigten eine
signifikant erhdhte Expression von miR-21, miR-142, miR-146a, miR-155, miR-
18b, miR-223 sowie miR-409 und eine erniedrigte Expression von miR-193b im
Vergleich mit den gesunden Kontrollproben. Beide Mastzelltumorproben wurden
aufgrund von ungentigender miRNA-Expression ausgeschlossen. Wéhrend sich die
miRNA-Expression von erkrankter Haut und gesunder Haut in dieser Studie
unterschied, war eine Differenzierung zwischen atopischer Dermatitis und den

anderen Hauterkrankungen nicht moglich.

AbschlieBend stellt sich die nachgewiesene miRNA-Expression der atopischen
Haut als nicht spezifisch fur eine allergische Entziindung heraus, da atopische und
nicht-allergische Entziindung &hnliche Expressionsmuster zeigten. Basierend auf
dieser Studie sind somit keine der untersuchten miRNAs in der Lage, eine atopische
Dermatitis bei Labrador oder Golden Retrievern von anderen entziindlichen
Hauterkrankungen zu differenzieren. Die untersuchten miRNAs mit signifikant
hoher Expression scheinen eine generelle Assoziation mit entzundlichen

Hautzustanden aufzuweisen.
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VIlI. SUMMARY

Atopic dermatitis (AD) is an inflammatory, pruritic skin disease, that commonly
affects dogs. During allergic sensitisation IgE-antibodies are produced, that are
most commonly directed against environmental allergens. The underlying
pathogenesis is a complex interplay of environmental factors, alterations of the
innate immune system, the adaptive immune system and skin barrier dysfunction.
To date, an elaborate and time-consuming diagnostic work-up is needed in order to
diagnose atopic dermatitis, as none of the commercially available tests are suitable
to differentiate atopic dermatitis from other skin diseases. Labrador and Golden

retrievers are genetically predisposed to develop atopic dermatitis.

MicroRNAs (miRNAs) are short, single-stranded RNA molecules, that regulate
gene expression in a post-transcriptional manner either by mRNA-degradation or
via translational repression. They are involved in many biological processes, and
alterations of their expression have been found in numerous diseases. They are
proposed to be tissue-specific and different diseases may have characteristic
miRNA expression patterns. In allergic inflammation miRNAs can exert an
influence on cells of the innate immune-system, the adaptive immune-system and
on keratinocytes, thereby contributing to the course of the disease. An AD-specific
mIRNA expression profile may be of great interest for future therapeutic and
diagnostic approaches.

The objective of this study was to investigate the cutaneous expression of 18
miRNAs in Labrador and Golden retrievers with atopic dermatitis and to compare
it with the expression in healthy and non-allergic inflamed skin. In the end the

question, whether there is an AD-specific expression pattern, should be answered.

For investigation formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples of seven
healthy and seven atopic Labrador and Golden retrievers were collected. The group
of non-allergic skin diseases consisted of five specimens with mycosis, demodicosis
or cutaneous mast cell tumours. Total RNA was extracted, reverse transcribed and
then used for quantitative real-time polymerase chain reaction. Using miRNA
primer assays, the following 18 miRNAs were investigated: miR-18b, miR-21,
miR-34b, miR-124, miR-142, miR-143, miR-146a, miR-146b, miR-155, miR-
193b, miR-202, miR-215, miR-223, miR-363, miR-409, miR-423a, miR-451 and
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miR-1839. As endogenous controls SNORD95 and RNU6 were chosen. The
selection of miIRNAs was based on reported data and a previously performed pilot

study.

Lesional atopic skin showed a significantly higher expression of miR-21, miR-142,
miR-146a and miR-155 compared to healthy skin. In skin specimen of mycosis and
demodicosis miR-21, miR-142, miR-146a, miR-155, miR-18b, miR-223 and miR-
409 were significantly higher and miR-193b significantly lower expressed than in
control skin. Both mast cell tumours were excluded from analysis, as those
specimens showed insufficient miRNA expression. Whereas miRNA expression of
diseased skin differed from healthy skin, a differentiation between atopic dermatitis

and other skin diseases was not possible.

In the end, the herein detected miRNA expression of atopic skin turns out to be not
specific of allergic inflammation, as atopic and non-allergic inflammation showed
similar expression patterns. Based on this study, none of the evaluated miRNAs
allowed differentiation of atopic dermatitis from other skin diseases. The
investigated overexpressed miRNAs seem to be associated with inflammatory skin

conditions in general.
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