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|I. EINLEITUNG

Bei der caninen atopischen Dermatitis (AD) handelt es sich um eine ,,genetisch
pradisponierte, entzindliche und juckende allergische Erkrankung der Haut mit
charakteristischen klinischen Merkmalen, die IgE-Antikdrper assoziiert und
meistens gegen Umweltallergene gerichtet ist (Definition der American College
of Veterinary Dermatology (ACVD) Taskforce for canine atopic dermatitis)
(HALLIWELL, 2006). Lange Zeit wurde die canine AD als eine rein IgE-mediierte
Erkrankung gesehen. Heute weill man jedoch, dass die Pathogenese dieser
multifaktoriell bedingten Erkrankung ein komplexes Zusammenspiel von
verschiedenen genetischen und umweltabhdngigen Faktoren ist, welche die
Immunantwort und Hautbarriere der betroffenen Tiere beeinflussen (MARSELLA
etal., 2012).

Aus diesem Grund ist die Diagnose der Erkrankung haufig schwierig und kann bis
zum heutigen Zeitpunkt lediglich durch Ausschluss der Differentialdiagnosen
gestellt werden (DEBOER & HILLIER, 2001a). Die in der Tiermedizin
kommerziell verfiugbare IgE-Bestimmung mittels ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) und der Intradermaltest eignen sich nicht zur Diagnose der
caninen AD, sondern werden lediglich zur Identifikation der allergieauslésenden
Allergene eingesetzt (DEBOER & HILLIER, 2001b; HILLIER & DEBOER,
2001). Als ,,Goldstandard* gilt derzeit der Intradermaltest, welcher die IgE-
mediierte Degranulation kutaner Mastzellen bei Allergenkontakt widerspiegelt
(HILLIER & DEBOER, 2001; HENSEL et al., 2015; POPIEL & CEKIERA, 2015).
Die Sensitivitat und Spezifitat der derzeitigen Testmethoden sind begrenzt und
variieren stark (HAMMERLING & DE WECK, 1998; WASSOM et al., 1998;
FOSTER et al., 2003). Aus diesem Grund ware die Entwicklung alternativer

Testmethoden wiinschenswert.

Mit dem Allergen-Microarray steht in der Humanmedizin eine vielversprechende
Methode der molekularen Allergiediagnostik zur Verfiigung. Dabei werden auf ein
Trégermaterial hunderte verschiedene, gereinigte oder rekombinant hergestellte
Proteine auf kleinstem Raum aufgebracht und mit einem sehr geringen Volumen an
Patientenserum inkubiert. Die gebundenen Antikorper aus dem Serum werden
mittels Fluoreszenz und Laserscanner detektiert (HARWANEGG et al., 2003;
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HARWANEGG & HILLER, 2005). Durch die Miniaturisierung des Verfahrens
und die grofle Anzahl getesteter Allergene in einem Testschritt ermoglicht der
Allergen-Microarray die Erstellung genauer Sensibilisierungsprofile der Patienten
und dadurch die optimierte Zusammenstellung einer Immunotherapie (OTT et al.,
2006).

Bisher ist der Microarray fir die Tiermedizin nicht kommerziell verfligbar und
wurde lediglich beim Pferd getestet, lieferte dort jedoch vielversprechende
Ergebnisse (MARTI et al., 2015). In dieser Studie wurde bei atopischen Hunden
ein Proteinmicroarray und ein Intradermaltest durchgefiihrt. Ziel war es, die
Ergebnisse beider Testmethoden untereinander und mit der Klinik der Hunde zu

vergleichen, um so einen Eindruck tber deren Aussagekraft zu erlangen.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Atopische Dermatitis

1.1. Definition

Die Definition der atopischen Dermatitis hat sich im Laufe der Jahre haufig
geandert und unterliegt einer standigen Anpassung an neue Erkenntnisse der
immunologischen Forschung. Die World Allergy Organisation (WAO) hat versucht
eine weltweit anerkannte Nomenklatur festzulegen. Sie definiert die Atopie als eine
personliche oder vererbte Tendenz zur Sensibilisierung und Ausbildung von IgE-
Antikorpern bereits bei einer Exposition mit einer normalen Menge an Allergen.
Fuhrt die Atopie durch eine IgE-mediierte Reaktion zum Auftreten von allergischen
Symptomen, kann das Adjektiv atopisch verwendet werden (JOHANSSON et al.,
2004).

Treten nach einer Allergen-Exposition, die von gesunden Individuen toleriert wird,
reproduzierbare Symptome auf, spricht man von Hypersensitivitat. Die Allergie gilt
als eine, durch spezifische immunologische Mechanismen initiierte,
Hypersensitivitatsreaktion (HALLIWELL, 2006). Die Allergie muss nicht
zwangslaufig AntikOrper-mediiert sein, es kann auch eine Zell-mediierte Form
vorliegen. Deshalb kann die Allergie nicht nur durch eine gesteigerte Anzahl an
IgE-Antikorpern definiert werden (JOHANSSON et al., 2004).

Dermatitis wird als Uberbegriff fir eine lokale Entziindung der Haut verwendet. In
manchen Léndern wird der Begriff Ekzem gleichgesetzt mit Dermatitis. Dies ist
aber nach den aktuellen Nomenklaturempfehlungen nicht ganz korrekt, da die
Dermatitis auch  Unterbegriffe, wie Kontaktdermatitis und andere
Dermatitisformen, umfasst. Wird das Ekzem durch eine IgE-mediierte Entziindung
hervorgerufen, kann es als atopisches Ekzem bezeichnet werden (JOHANSSON et
al., 2004).

Diese Nomenklatur wird grofitenteils auch in der Veterindrmedizin verwendet. Die
canine atopische Dermatitis wird definiert als ,genetisch préadisponierte,
entziindliche und juckende allergische Erkrankung der Haut mit charakteristischen
klinischen Merkmalen, die IgE-Antikorper assoziiert ist und meistens gegen

Umweltallergene gerichtet ist™ (Definition der ACVD Taskforce for canine atopic
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dermatitis) (HALLIWELL, 2006). Wird davon ausgegangen, dass die
Sensibilisierung ausschlieBlich gegen Umweltallergene erfolgt ist, spricht man von
caniner AD sensu stricto oder ,,non-food-induced atopic dermatitis* (NFIAD).
Spielen neben den Umweltallergenen auch Futtermittelallergene eine Rolle bei der
Entstehung der Symptome, wird die Erkrankung als canine AD sensu lato
bezeichnet, bei ausschlielicher Verursachung durch Futterantigene als ,,food-
induced atopic dermatitis* (FIAD) (PICCO et al., 2008; FAVROT et al., 2010). Um
die Beteiligung von Futtermittelallergenen zu evaluieren, muss eine

Eliminationsdiat bei dem Patienten durchgefthrt werden.

Zeigen Hunde klinische Symptome einer AD ohne dass eine Beteiligung von IgE-
Antikdrpern am Geschehen festgestellt werden kann, spricht man von caniner,
atopie-adhnlicher Dermatitis (HALLIWELL, 2006).

1.2. Epidemiologie

1.2.1. Epidemiologie der humanen atopischen Dermatitis

Die Préavalenz der atopischen Dermatitis steigt stetig an, derzeit sind weltweit etwa
20 % der Kinder und bis zu 3 % der Erwachsenen betroffen. Typischerweise tritt
die atopische Dermatitis in der friihen Kindheit das erste Mal auf und geht bei einem
GroRteil der Betroffenen in andere allergische Erkrankungen, wie z.B.
Heuschnupfen oder Asthma, tber. So entwickeln etwa 50 % der Kinder mit AD
innerhalb ihres ersten Lebensjahres und 85 % innerhalb der ersten flinf Lebensjahre
andere allergische Erkrankungen. Bei den meisten Patienten (~ 70 %) tritt vor der
Pubertat eine spontane Remission auf (NUTTEN, 2015). Die Prévalenz weist je
nach geographischer Region starke Schwankungen auf. In Indien sind etwa 0,9 %
der Kinder im Alter von sechs bis sieben Jahren von AD betroffen, wohingegen in
Ecuador die Prévalenz bei 22,5 % liegt. In China sind lediglich 0,2 % der 13 bis
14-Jahrigen an AD erkrankt, in Kolumbien 24,6 %. Generell leiden mehr Madchen
als Jungen an der Erkrankung (WILLIAMS, 2013).

Schon lange wird eine familidre Komponente bei der Entwicklung der AD
vermutet, was durch Studien bei Zwillingskindern bestétigt wurde (WILLIAMS,
2013). Mutationen am FLG-Gen (Filaggrin-Gen), welches das epidermale Protein
Filaggrin kodiert, sind mit die wichtigsten genetischen Veranderungen. In manchen
Populationen wurde bei bis zu 50 % der an atopischer Dermatitis erkrankten
Patienten eine solche Mutation festgestellt. Filaggrin spielt eine wesentliche Rolle
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bei der Anordnung der Korneozyten im Zellverband und der Aufrechterhaltung des
pH-Wertes der Haut. Kann das Protein auf Grund der Genmutation nicht korrekt
gebildet werden, kénnen Umweltallergene einfacher und vermehrt durch die
defekte Hautbarriere eindringen und mit den lokalen Immunzellen interagieren
(NUTTEN, 2015).

Starke Schwankungen der Prévalenz zwischen unterschiedlichen Landern und
innerhalb eines Landes lassen jedoch vermuten, dass die genetische Komponente
im Vergleich zu den Umweltfaktoren eine eher kleinere Rolle bei der Entwicklung
der atopischen Dermatitis spielt. Ubergewicht, ein urbanes Umfeld, der Einsatz von
Antibiotika oder Luftverschmutzung stellen beispielsweise Risikofaktoren fir die
Entwicklung einer atopischen Dermatitis dar (NUTTEN, 2015). Verschiedene
Feststellungen, wie beispielsweise die hohere Pravalenz von AD in Familien mit
einer geringen Anzahl an Kindern, fiihrte zur Aufstellung der sogenannten
»Hygiene-Hypothese®. Diese besagt, dass die atopische Dermatitis dann auftreten
kann, wenn das Immunsystem in der frihen Phase seiner Entwicklung nicht der
obligatorischen Stimulation durch verschiedene mikrobielle Antigene ausgesetzt
ist. So kann z. B. die regelmalige Aufnahme von unpasteurisierter Milch in den
ersten zwei Lebensjahren oder das Zusammenleben mit einem Hund wéhrend der
frihen Kindheit einen protektiven Effekt gegentber der AD haben (WILLIAMS,
2013).

1.2.2. Epidemiologie der caninen atopischen Dermatitis

In der Tiermedizin sind die genaue Inzidenz und Pravalenz der caninen atopischen
Dermatitis nicht bekannt (HILLIER & GRIFFIN, 2001b; N@DTVEDT et al.,
2006). Die Préavalenz wird in verschiedenen Studien mit 3-15 % angegeben. Hierzu
liegen aber leider keine zuverléssigen epidemiologischen Daten vor. Die genaue
Anzahl betroffener Hunde festzustellen ist sehr schwierig, da bei einer milden
Erkrankung haufig die symptomatische Therapie einer spezifischen Diagnose
vorgezogen wird oder die Symptome nicht als Anzeichen einer AD erkannt werden
(HILLIER & GRIFFIN, 2001b). In einer Studie von Lund et al. aus dem Jahre 1999
wurden 31.484 Hunde in 52 privaten Tierarztpraxen in den USA untersucht. Bei
8,7 % der Hunde wurde eine atopische Dermatitis, eine Allergie oder Atopie
diagnostiziert. Eine schwedische Studie beziffert die Inzidenz der AD in der
Population schwedischer Hunde auf 1,7 von 1000 Hunden. In dieser Studie wurden

jedoch nur Hunde mit der eindeutigen Diagnose ,,atopische Dermatitis™ in die
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Statistik aufgenommen, Hunde mit unspezifischer Diagnose, wie z.B. ,,Allergische

Dermatitis“, wurden ausgeschlossen. Die tatsdchliche Inzidenz diirfte aus diesem

Grund hoher liegen (NGDTVEDT et al., 2006).

Viele Experten halten die canine AD, nach der Flohspeichelallergie, fur die
zweithdufigste Ursache von Juckreiz beim Hund. In Kanada, Frankreich und
Griechenland wurden jedoch Studien publiziert, die das Gegenteil behaupten und
laut denen die canine AD deutlich haufiger auftritt als die Flohspeicheldermatitis
(HILLIER & GRIFFIN, 2001b).

Auch beim Hund wird vermutet, dass Umweltfaktoren eine deutlich gro3ere Rolle
bei der Entstehung der AD spielen als die genetische Komponente. Fir den zu
beobachtenden Anstieg der Inzidenz werden deshalb auch hier die Veranderungen
der Lebensumstédnde verantwortlich gemacht. Hunde verbringen heutzutage
deutlich mehr Zeit im Haus als friiher die reinen Hofhunde. Sie sind somit einer
viel hoheren Konzentration der ublicherweise im Haushalt vorkommenden
Allergene, wie z. B. Hausstaubmilben, ausgesetzt (HILLIER & GRIFFIN, 2001b).

Die regelmaliigere Bekdmpfung von Endo- und Ektoparasiten konnte im Rahmen
der Hygiene-Hypothese auch zu einem Anstieg der Inzidenz beitragen (HILLIER
& GRIFFIN, 2001b).

Genau wie beim Menschen erkranken in einem urbanen Umfeld deutlich mehr
Tiere an AD (57 % mehr Félle in urbanen Gegenden im Vergleich zur
Restpopulation). Dies kann einmal mit der Hygiene-Hypothese begriindet werden,
aber auch damit, dass in einer urbanen Umgebung eine hohere Dichte an
Tierarztpraxen herrscht, in welchen Tiere mit AD vorgestellt werden (NGDTVEDT
et al., 2006).

In Schweden haben Welpen die im Herbst geboren werden, ein hoheres Risiko an
atopischer Dermatitis zu erkranken. Die meisten Hunde in Schweden reagieren
allergisch auf Hausstaubmilben. Dadurch, dass die im Herbst zur Welt
gekommenen Welpen in den ersten sechs Lebensmonaten die meiste Zeit des Tages
im Haus verbringen, sind sie mehr Hausstaub und damit potentiellem Allergen
ausgesetzt (NGDTVEDT et al., 2006). In einer Studie wurde gezeigt, dass eine
frihzeitige Allergenexposition zu einer erhohten IgE-Produktion bei genetisch
pradisponierten Hunden fiihrt. Man vermutet, dass eine Allergenvermeidung im
frihen Leben einen protektiven Effekt hat (SCHIESSL et al., 2003).
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In Studien konnten verschiedene Rassepradispositionen fur die canine atopische
Dermatitis festgestellt werden, welche jedoch auf Grund der unterschiedlichen
genetischen Populationen und Inzidenz der Rassen in der jeweiligen Region starken
geographischen Schwankungen unterliegen (JAEGER et al., 2010). In der Schweiz
sind vor allem West Highland White Terrier, Boxer, Franzdsische Bulldogge,
Magyar Vizsla, Bullterrier und Rhodesian Ridgeback betroffen (PICCO et al.,
2008). In einer schwedischen Studie konnten als pradisponierte Rassen Bullterrier,
Welsh Terrier, Boxer, West Highland White Terrier und Deutscher Schéferhund
ermittelt werden (N@DTVEDT et al., 2006). Laut der Studie von Jaeger et al.
(2010), welche die Rassepréadisposition in finf unterschiedlichen Regionen
untersucht haben, scheinen Golden Retriever und Deutscher Schaferhund in den
meisten geographischen Gebieten fur die Entwicklung einer caninen AD

pradisponiert zu sein .

Bezlglich einer Geschlechtspréadisposition liefern Studien unterschiedliche
Ergebnisse (GRIFFIN & DEBOER, 2001). Neuere Studien konnten jedoch keine
Prédisposition eines Geschlechts feststellen (NGDTVEDT et al.,, 2006;
N@DTVEDT et al., 2007; PICCO et al., 2008).

1.3. Pathogenese

1.3.1.  Pathogenese der humanen atopischen Dermatitis

Lange Zeit wurde die AD hauptsachlich als eine T-Helfer-2 (TH2)-dominierte
Entzindungsreaktion und einer daraus resultierenden tiberschieRenden Produktion
von IgE-Antikoérpern angesehen (BIEBER, 2013; EYERICH & NOVAK, 2013).
Heute weild man jedoch, dass dies eine zu vereinfachte Sicht der Krankheit darstellt.
Vielmehr ist die Pathogenese der AD ein multifaktorielles komplexes
Zusammenspiel immunologischer, genetischer und umweltbedingter Faktoren
(NOVAK et al., 2003; BIEBER, 2013). Hauptverantwortlich fiir die Entstehung
einer AD sind Stdrungen des angeborenen und erworbenen Immunsystems, sowie
eine verminderte Barrierefunktion der Haut. Welche der Fehlfunktionen jedoch am
Beginn der Erkrankung steht, wird weiterhin diskutiert (BOGUNIEWICZ &
LEUNG, 2011; EYERICH & NOVAK, 2013). Verfechter der ,,Inside-Out-
Hypothese* sehen in der AD primér eine immunologische Stérung. Sie machen die
Th2-dominierte Entziindung fir die sekundér entstehende Beeintrachtigung der

Hautbarriere verantwortlich. Es lassen sich jedoch auch zahlreiche Argumente fir
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die ,,Outside-In-Hypothese* finden. Hier wird davon ausgegangen, dass im
Vordergrund der Krankheit die Storung der Hautbarriere steht. Diese sorgt dafur,
dass Allergene leichter iber die Haut in den Organismus eindringen kdnnen und es
dort zu einer Sensibilisierung gegeniber verschiedensten Antigenen kommt
(BRANDT & SIVAPRASAD, 2011; EYERICH & NOVAK, 2013; KUO et al.,
2013). Immer mehr Anhédnger findet die ,,Outside-Inside-Outside-Hypothese*. Man
nimmt an, dass am Beginn der Erkrankung eine Fehlfunktion der epidermalen
Barriere vorliegt, welche zu Entziindung und Immunmodulationen fiihrt, wodurch
wiederum sekundar die Hautbarriere geschadigt wird (ELIAS et al., 2008;
JURAKIC TONCIC & MARINOVIC, 2016). Im Folgenden sollen einige der
wichtigsten Mechanismen in der Entstehung der atopischen Dermatitis né&her
beleuchtet werden.

Nach dem Eindringen der Allergene durch die gestorte Hautbarriere werden diese
von antigenprasentierenden Zellen (APCs) abgefangen und aufgenommen. Eine
Gruppe der APCs, die sogenannten Langerhans Zellen (dendritische Zellen der
Haut) wandern danach in die regionalen Lymphknoten und présentieren dort die
aufgenommenen Antigene den naiven T-Zellen. Angeregt durch die Prasentation
der Antigene kommt es zur Differenzierung der T-Zellen in allergen-spezifische
CD4" (cluster of differentiation 4) Th2 Zellen und Sekretion von Th2 Zytokinen
wie IL (Interleukin)-4, IL-5 und IL-13. Die Zytokinausschuttung fihrt ihrerseits zu
einem Immunglobulin-Klassenwechsel zu IgE und zur Bildung und klonalen
Expansion von IgE-produzierenden B-Gedé&chtniszellen. Die allergen-spezifischen
IgEs binden an den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRl auf der basophilen
Granulozyten- und Mastzelloberfliche und filhren dadurch zu einer
Sensibilisierung dieser Zellen (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Bei
erneuter Exposition fihrt das Allergen zu einer Quervernetzung der IgE-FceRI-
Komplexe und damit zur Degranulation der Mastzellen und basophilen
Granulozyten. Die daraus freigesetzten vasoaktiven Amine (hauptséchlich
Histamin), Leukotriene, Prostaglandine, Chemokine und Zytokine rufen eine
unmittelbare allergische Reaktion, mit Symptomen wie Juckreiz, Odem,
Nesselsucht und schlimmstenfalls Anaphylaxie, hervor. Diese sehr schnell in Gang
kommende Kaskade wird als Typ-I-Hypersensitivitatsreaktion oder Reaktion vom
Soforttyp bezeichnet (LARCHE et al., 2006).

Angelockt durch die ausgeschitteten Chemokine und Zytokine wandern weitere
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Entzindungszellen und allergen-spezifische T-Lymphozyten ins
Entzindungsgebiet ein. Dort kommt es zu einer Reaktivierung und klonalen
Expansion dieser T-Lymphozyten, welche durch die ebenfalls mittels IgE-
sensibilisierten, allergenprasentierenden dendritischen Zellen (DC) noch verstarkt
wird (LARCHE et al., 2006). Durch die Bindung der Allergene degranulieren die
angelockten Mastzellen, eosinophilen und basophilen Granulozyten. Dies fihrt zu
einer lokalen Entziindungsreaktion mit Rotung, Schmerz, Odem und Warme und
wird als ,,late-phase-reaction® (Spatphasenreaktion) bezeichnet, da sie erst nach ca.
sechs bis neun Stunden auftritt. Nach 24 bis 48 Stunden klingen die Symptome in
der Regel wieder ab (LARCHE et al.,, 2006; LOEWENSTEIN & MUELLER,
2009).

Wie bereits erwahnt, kommt es in der initialen Phase der atopischen Dermatitis zu
einer Th2-dominierten Immunantwort. Uber die Differenzierung der naiven T-
Zellen entscheidet maRgeblich das Zytokinmilieu (HARSKAMP &
ARMSTRONG, 2013). So differenzieren sich diese bei Erkennung ihres
spezifischen Allergens unter Einfluss von Th2-Zytokinen, wie beispielsweise 1L-4
und IL-13, in Th2-Lymphozyten (YAMANAKA & MIZUTANI, 2011). Bei
Patienten mit AD scheint eine genetisch bedingte Dominanz dieser Zytokine
vorzuliegen (BIEBER, 2008). Zuséatzlich kommt es im peripheren Blut zu einer
vermehrten Apoptose der zirkulierenden Thl-Lymphozyten bei gleichzeitiger
Erhaltung der Th2-Zellen (HARSKAMP & ARMSTRONG, 2013). Eine wichtige
Rolle scheint auflerdem das Zytokin thymic stromal lymphopoietin (TSLP) zu
spielen. Die Keratinozyten von an AD erkrankten Personen sezernieren dieses in
erhéhtem Malle (SOUMELIS et al., 2002). TSLP fuhrt zu einer verstarkten Th2
Differenzierung durch DCs (BIEBER, 2008; EYERICH & NOVAK, 2013). Auch
Umweltreize, wie Hautverletzungen oder Staphylokokkenprodukte, fiihren zu
einem Anstieg der TSLP Produktion durch die Keratinozyten (EYERICH &
NOVAK, 2013). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass am Beginn der AD

ein Zytokinmilieu herrscht, welches eine Th2 dominierte Immunantwort auslost.

Die Entzlindungsreaktion der atopischen Dermatitis verlauft in zwei Phasen. In der
akuten Phase Uberwiegt, wie zuvor beschrieben, die Th2 Antwort. In der
chronischen Phase dominieren jedoch Thl-Lymphozyten und deren spezifische
Zytokine (BIEBER, 2008; HARSKAMP & ARMSTRONG, 2013). Wéhrend Th 2-

Zellen in den akuten Lasionen vermehrt IL-4, IL-5 und IL-13 freisetzen, kommt es
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in den chronischen Lé&sionen hauptsachlich zur Sekretion von Interferon-Gamma
(IFN-y), IL-12 und des granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF) (BIEBER, 2008; YAMANAKA & MIZUTANI, 2011). Das von den
Th2-Zellen ausgeschttete 1L-4 induziert die B-Zell Aktivierung und Proliferation
und somit die Produktion von IgE-Antikdrpern. Zudem hemmt IL-4 die
Differenzierung von naiven T-Zellen in Thl-Lymphozyten (PALUDAN, 1998).
Der Gegenspieler ist das von den Th1-Zellen sezernierte IFN-y. Es inhibiert die
Th2-Differenzierung und stabilisiert die Thl-Zellen. AulRerdem fuhrt es zu einer
vermehrten Expression von IL-12, was zu einer zusatzlichen Stabilisierung der
Thl-Zellen beitragt (PALUDAN, 1998; YAMANAKA & MIZUTANI, 2011).
Neben der Aufrechterhaltung eines proinflammatorischen Milieus induziert IFN-y
auch eine Fibrose der Haut. Dies erklart die charakteristische Lichenifikation der
Haut im chronischen Stadium der AD (YAMANAKA & MIZUTANI, 2011). Wie
genau es zu einem Wechsel von Th2 in eine Thl polarisierte Immunantwort kommt,
ist noch nicht geklart (EYERICH & NOVAK, 2013). Eine Rolle scheinen jedoch
die sogenannten ,,inflammatory dendritic epidermal cells* (IDECSs) zu spielen. Sie
entwickeln sich aus Monozyten, die durch IgE-sensibilisierte Langerhanszellen und
deren Zytokine ins Gewebe gelockt wurden. Diese produzieren neben den
proinflammatorischen Zytokinen IL-1, IL-6 und tumor necrosis factor o (TNF-a)
auch I1L-12 sowie IL-18 und tragen somit zur Umstellung von Th2 zu Thl bei
(BIEBER, 2008). Die atopische Dermatitis ist also, wie bereits zu Beginn erwahnt,

nicht ausschliellich eine Th2-dominierte Entziindungsreaktion.

Klassischerweise liegt auf Grund der beschriebenen Vorgénge bei Patienten mit
atopischer Dermatitis eine Erhdhung des IgE-Blutspiegels vor (YAMANAKA &
MIZUTANI, 2011). Bei ca. 15 % der Erkrankten fehlen jedoch spezifische IgE-
Antikorper und es kdnnen keine erhéhten IgE-Serumspiegel gemessen werden.
Diese Form wird als intrinsische atopische Dermatitis bezeichnet (ROGUEDAS-
CONTIOS & MISERY, 2011). Die Pathophysiologie der intrinsischen AD liegt

noch weitestgehend im Dunkeln.

In den letzten Jahren wird das Augenmerk der Forschung vermehrt auf eine weitere
Gruppe der T-Zellen, die sogenannten regulatorischen T-Zellen (Treg), gelegt. Sie
spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der atopischen Dermatitis
(AGRAWAL et al., 2011; HONDA et al., 2011). Man kann die regulatorischen T-

Zellen grob in ,,natiirliche” und ,,induzierte” Treg einteilen. Die ,,natiirlichen®
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regulatorischen T-Zellen (nTreg) stammen aus dem Thymus und expremieren auf
ihrer Oberflache CD25 (Cluster of differentiation 25), sowie den
Transkriptionsfaktor Foxp3 (forkhead box 3) (AGRAWAL et al.,, 2011). In
gesunden Individuen machen diese CD25"Foxp3* Treg etwa 5-10% der CD4" T-
Zellen aus (LOSER & BEISSERT, 2012). Die ,,induzierten* oder ,,adaptiven‘
regulatorischen T-Zellen entwickeln sich hingegen aus naiven T-Zellen in der
Peripherie, induziert durch Antigene. Zu ihnen z&hlen beispielsweise die Trl1- (type
1-like regulatory T cells) und Th3-Zellen (HONDA et al., 2011). Durch
verschiedene Mechanismen hemmen die Treg-Zellen die Differenzierung,
Aktivierung, Proliferation, Migration oder Zytokin-Sekretion von herkémmlichen
T-Zellen. Uber die genauen Ablaufe dieser Mechanismen ist jedoch bisher nur
wenig bekannt. In vitro Versuche konnten zeigen, dass die Hemmung unter
anderem durch einen Zellkontakt-abhangigen Mechanismus erfolgt (HONDA et al.,
2011; LOSER & BEISSERT, 2012). Tregs induzieren beispielsweise die
Expression von Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in dendritischen Zellen. IDO
katabolisiert die Umwandlung von Tryptophan in Kynurenin, eine v.a. fiir T-Zellen
toxische Aminosdure (GROHMANN et al., 2002). AuBerdem hemmen
regulatorische T-Zellen indirekt die T-Zell-Proliferation, indem sie (ber
verschiedene Mechanismen die Funktionen der APCs beeinflussen und
einschranken (HONDA et al., 2011). Die immunsupressiven Eigenschaften der
Tregs werden aber auch durch verschiedene losliche Faktoren vermittelt. So
sezernieren Tregs unter anderem die Zytokine IL-10, TGF-B (transforming growth
factor beta) und I1L-35 (AGRAWAL et al., 2011; LOSER & BEISSERT, 2012).

Ob diese in vitro festgestellten Abldufe jedoch auch in vivo relevant sind und
welchen Einfluss sie auf den Verlauf einer Erkrankung haben, muss erst noch
geklart werden (AGRAWAL et al., 2011). Durch die sehr heterogene Population
der regulatorischen T-Zellen und die vielen Faktoren, welche die Funktion der
Tregs beeinflussen, ist die Erforschung dieser speziellen T-Zell-Gruppe sehr
schwierig. So liefern Studien beispielsweise sehr unterschiedliche Ergebnisse zum
Auftreten der Tregs bei der atopischen Dermatitis. Mehrere Studien konnten
nachweisen, dass die Anzahl der regulatorischen T-Zellen bei AD-Patienten im
peripheren Blut erhéht ist und direkt mit der Schwere der Erkrankung korreliert
(OU et al., 2004; ITO et al., 2009). Es gibt aber auch Studien bei denen die
gemessenen Werte der Tregs bei erkrankten und gesunden Menschen dhnlich hoch
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waren (VERHAGEN et al.,, 2006; SZEGEDI et al., 2009). Es wird davon
ausgegangen, dass die regulatorischen T-Zellen bei AD-Patienten einen
Funktionsverlust, ausgeldst durch verschiedene Faktoren, aufweisen und dadurch
in ihren immunmodulatorischen Eigenschaften eingeschrankt sind (AGRAWAL et
al., 2011). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das
Staphylokokkenenterotoxin B zu einem Verlust der immunsuppressiven
Funktionen von regulatorischen T-Zellen fuhren kann (OU et al., 2004).

Trotz der noch nicht vollstandig aufgeklarten in vivo Mechanismen der Tregs und
den sehr unterschiedlichen Studienergebnissen scheinen die regulatorischen T-
Zellen und ihre Zytokine eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
atopischen Dermatitis zu spielen (AGRAWAL et al., 2011).

Wie einleitend erwahnt, scheint auch eine geschédigte Hautbarriere gro3en Anteil
an der Entstehung einer atopischen Dermatitis zu haben. Die epidermale Barriere
stellt eine Grenzlinie zwischen der Umgebung und dem Korper dar und schitzt so
den Organismus gegen das Eindringen von Allergenen oder Mikroorganismen. Die
Fehlfunktion der Hautbarriere bei Patienten mit atopischer Dermatitis ist durch das
Zusammenspiel verschiedener Faktoren — wie genetischen Mutationen,
Umwelteinflilssen oder Entziindungen — bedingt (JURAKIC TONCIC &
MARINOVIC, 2016).

Obwonhl bei der AD bis heute zahlreiche genetische Anomalien festgestellt werden
konnten, scheint eine loss-of-function Mutation im Filaggrin-Gen (FLG) die
wichtigste genetische Veranderung zu sein und den meisten Einfluss zu haben. Sie
fuhrt zu einem reduzierten bzw. fehlenden Gehalt an epidermalem Filaggrin
(BOGUNIEWICZ & LEUNG, 2011; EYERICH & NOVAK, 2013; JURAKIC
TONCIC & MARINOVIC, 2016). In der nordeuropéischen und asiatischen
Population stellt eine solche Mutation den groRten Risikofaktor fiir eine AD-
Erkrankung dar und geht mit einem frihen Beginn und einem schwereren Verlauf
der Erkrankung einher. In Nordeuropa kann bei etwa 25 — 50 % der AD-Erkrankten
eine Mutation des Filaggrin-Gens nachgewiesen werden (THYSSEN & KEZIC,
2014). Filaggrin aggregiert Keratin-Filamente und trégt so zur Abflachung und
Formation der Korneozyten bei (CABANILLAS & NOVAK, 2016). Die
Abbauprodukte von Filaggrin fungieren auBerdem in der Haut als naturliche
feuchtigkeitsspendende Faktoren, sogenannte natural moisturizing factors (NMF).
Diese NMFs regulieren nicht nur den Feuchtigkeitsgehalt des Stratum corneums,
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sondern tragen aullerdem zur Aufrechterhaltung des pH-Wertes bei. Ein
verminderter Gehalt an NMFs fiihrt zu einem transepidermalen Wasserverlust und
einem Anstieg des pH-Wertes der Haut und setzt so z.B. die Abwehr gegeniber
bakteriellen Mikroorganismen herab (THYSSEN & KEZIC, 2014; JURAKIC
TONCIC & MARINOVIC, 2016). Ein Anstieg des pH-Wertes fihrt zudem zur
Aktivierung von pH-sensitiven Serin-Proteasen. Diese Serin-Proteasen flihren z.B.
nicht nur zu geschwachten interzellularen Verbindungen, sondern auch zur
Freisetzung von TSLP und einer damit verbundenen Th2-dominierten Entziindung
(BRIOT et al., 2009; THYSSEN & KEZIC, 2014).

Neben einer FLG-Mutation kénnen aber auch noch andere Faktoren, wie eine
niedrige Luftfeuchtigkeit, hautreizende Stoffe oder Hautverletzungen durch
Juckreiz, zu einem Absinken des Filaggrin-Gehalts fiihren (THYSSEN & KEZIC,
2014). Auch verschiedene Th2-Zytokine — wie IL-4, IL-13, IL-17, IL-22 oder
IL-33 — vermindern die Filaggrin-Expression und fiihren zu einem Teufelskreis von
geschadigter Hautbarriere und Th2-vermittelter Entziindung (THYSSEN &
KEZIC, 2014; CABANILLAS & NOVAK, 2016).

Neben Filaggrin spielen verschiedene Lipide (Ceramide, Cholesterol, freie
Fettsdauren) eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der Hautbarriere, da sie einen
Wasserverlust iiber die Haut verhindern NOVAK et al., 2003; JURAKIC TONCIC
& MARINOVIC, 2016). Bei Patienten mit atopischer Dermatitis ist der Gehalt
dieser hydrophilen Lipide, v.a. einiger Ceramide, deutlich vermindert (IMOKAWA
et al., 1991). Durch den Wasserverlust kommt es zu einer Destabilisierung der

Hautbarriere und Allergene kénnen vermehrt eindringen (NOVAK et al., 2003).

Die Haut von gesunden Individuen ist mit einer Vielzahl an unterschiedlichen
Mikroorganismen besiedelt. Diese kdnnen in eine stdndig anwesende und eine
transiente Population unterteilt werden. Zur ersteren Gruppe z&hlen v.a. Koagulase-
negative Staphylokokken wie z.B. Staphylococcus (S.) epidermidis,
S. haemolyticus oder S. hominis. Die transiente Flora entsteht durch Kontakt mit
der Umwelt und andert sich standig (LIN et al., 2007; JURAKIC TONCIC &
MARINOVIC, 2016). Bei {ber 90% der AD-Patienten konnte eine
Kolonialisierung der Haut mit Staphylococcus aureus nachgewiesen werden
(LEYDEN et al., 1974). S. aureus gehort jedoch bei der gesunden Hautflora nicht
zur stdndigen Population (LIN et al., 2007). Durch den verminderten pH-Wert der
Haut und den reduzierten Gehalt an freien Fettsduren (FFA) und Sphingosin (ein
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antimikrobiell wirkender Ceramid-Metabolit) kommt es bei der atopischen
Dermatitis zu dieser Uberwucherung. S. aureus wiederum vermindert die
epidermale Produktion von FFA und stimuliert die Hydrolyse von Ceramiden
(KITA etal., 2002; CLARKE et al., 2007). Somit ist die Kolonisation mit S. aureus
sowohl Ausldser als auch Konsequenz einer allergisch bedingten Entziindungen der
Haut (JURAKIC TONCIC & MARINOVIC, 2016).

Ca. 70 % der bei AD vorkommenden S. aureus Stdmme koénnen Enterotoxine
bilden. Diese Enterotoxine kdnnen als Superantigene fungieren und die klinische
Auspragung der atopischen Dermatitis tber verschiedene Mechanismen verstarken
(JURAKIC TONCIC & MARINOVIC, 2016). So induzieren sie beispielsweise die
Ausschittung von IL-17, 1L-22 oder des juckreizférdernden Zytokins IL-31.
AuRerdem kodnnen Superantigene die T-Zellen unabhéngig von ihrer Antigen-
Spezifitdt aktivieren, indem sie ohne vorherige Prozessierung durch
antigenprésentierende Zellen an den T-Zell-Rezeptor binden, und so zur Initiation
und Aufrechterhaltung der Entzlindung beitragen (LIN et al., 2007; EYERICH &
NOVAK, 2013).

1.3.2.  Pathogenese der caninen atopischen Dermatitis

Genau wie beim Menschen ist die canine atopische Dermatitis eine multifaktoriell
bedingte Erkrankung mit einem komplexen Zusammenspiel von verschiedenen
genetischen und umweltabh&ngigen Faktoren, welche die Immunantwort und
Hautbarriere der betroffenen Tiere beeinflussen (MARSELLA et al., 2012). Die
Pathogenese der atopischen Dermatitis beim Hund entspricht im Grunde der beim
Menschen. Die canine AD ist aber zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht annéhernd so
gut erforscht wie die humane AD. Im Folgenden wird deswegen nur auf einzelne

wichtige Punkte der Pathogenese eingegangen.

Grob I&sst sich die Pathogenese der caninen AD wie folgt skizzieren: Die durch die
Haut eingedrungenen Allergene werden von Langerhans-Zellen aufgenommen und
in den regionalen Lymphknoten, den dort vorhandenen T-Lymphozyten présentiert.
In der initialen Phase beginnt, genetisch préadisponiert, eine Th2-dominierte
Immunantwort mit einer Uberproduktion von IL-4. Dies fiihrt zu einer Aktivierung
der B-Zellen und einem Ig-Klassenwechsel, wodurch antigenspezifische IgE-
Antikorper gebildet werden. Diese antigenspezifischen IgE-Antikorper fungieren,

unter anderem auf der Oberflache der Mastzellen, als Allergen-Rezeptoren. Bei
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erneutem Allergenkontakt kommt es zu einer Degranulation der Mastzellen und zu
vermehrtem Einwandern von Lymphozyten in die Haut, was zu einer lokalen
Entziindungsreaktion fuhrt. Die freiwerdenden Zytokine rufen im Folgenden
Juckreiz und Selbsttrauma hervor. In Verbindung mit einer Sekundarinfektion der
Haut kommt es in der chronischen Phase eher zu einer Thl-dominierten
Entzindung (MARSELLA et al., 2012).

Die allergenspezifischen IgE-Antikdrper wurden beim Hund, &hnlich wie beim
Menschen, lange Zeit als eine der Hauptkomponenten der Pathogenese angesehen.
Aber auch unter Abwesenheit dieser spezifischen Antikorper kénnen Hunde
Symptome einer atopischen Dermatitis entwickeln. Dies wird als ,,atopic-like
dermatitis* bezeichnet. Man ist deshalb zu dem Schluss gekommen, dass
IgE-Antikorper lediglich ein Puzzleteil in dem multifaktoriellen Geschehen
darstellen (MARSELLA et al., 2012).

Vielmehr scheint auch beim Hund ein gestdrtes Populationsverhaltnis der T-
Lymphozyten und ihrer Zytokine eine entscheidende Rolle zu spielen. Wéhrend in
der akuten Phase eine Uberexpression von Th2-Zytokinen, wie z.B. IL-4,
festgestellt werden kann, herrschen in den chronischen Lésionen eher Th1-Zytokine
vor (MARSELLA et al., 2012; NUTTEN, 2015). Auch die Transkription des
Zytokins TSLP ist bei an AD erkrankten Hunden verandert. Es wird von den
caninen Keratinozyten produziert und induziert die Reifung und Aktivierung von
Mastzellen und dendritischen Zellen. Die dendritischen Zellen forcieren unter
TSLP eine Th2-dominierte Immunreaktion. Im Vergleich zu gesunden Hunden ist
die Transkription von TSLP in der Haut von an AD erkrankten Hunden erhéht
(KLUKOWSKA-ROTZLER et al., 2013; PUCHEU-HASTON et al., 2015).

Genau wie beim Menschen ist auch bei der caninen atopischen Dermatitis die
Hautbarriere gestort. Obwohl noch keine gesicherten Erkenntnisse darlber
existieren, ob die verminderte Funktion ein priméres oder sekundéres Problem
darstellt, ist man sich sicher, dass die Stérung der Hautbarriere einen wichtigen Teil
der Pathogenese der caninen AD darstellt (SANTORO et al., 2015). So konnte auch
bei atopischen Hunden ein verminderter Gehalt an Ceramiden im Stratum corneum
nachgewiesen werden (SHIMADA et al., 2009). Es ist jedoch noch nicht geklért,
wie genau dieser Mangel zustande kommt. Staphylokokken-Infektionen tragen
aber, genau wie bei der humanen AD, durch die von den Bakterien gebildeten
Ceramidasen zu einer Verminderung der Ceramide bei (MARSELLA et al., 2012).
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AuRerdem konnten auch ultrastrukturelle Veranderungen des Stratum corneum
gefunden werden. Hunde mit atopischer Dermatitis zeigten Anomalien in der
Lipidlamellen-Anordnung mit erweiterten Interzellularraumen, die sich mit
voranschreitender Entzindung verschlimmern (MARSELLA et al., 2012;
SANTORO et al., 2015).

Beim Mensch wird der loss-of-function-Mutation im Filaggrin-Gen der Hauptanteil
an der gestorten Hautbarriere zugeschrieben. Beim Hund ist die Rolle des
Filaggrins in der Pathogenese noch nicht vollstandig geklart. Wood et. al (2010)
konnten zwar eine Mutation im Filaggrin-Gen nachweisen, jedoch nur in einer
kleinen Gruppe britischer Labradore. Weitere Hinweise darauf, dass Mutationen
des Filaggrin-Gens bei Hunden vorkommen koénnen, lieferte eine Studie von
Chervet et al. (2010). Hier wurden Hautbiopsien von erkrankten und gesunden
Hunden untersucht. Bei einem Grofteil der erkrankten Tiere konnten
Verénderungen gefunden werden, die auf Anomalien und Mutationen im Filaggrin-
Gen hindeuten. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten jedoch noch keine eindeutigen
Zusammenhdange einer Mutation im Filaggrin-Gen und der caninen atopischen
Dermatitis erbracht werden. Santoro et. al vermutet beim Hund eher einen
vermehrten Abbau oder verminderte Stabilitat des Filaggrin als eine verminderte
Synthese (SANTORO et al., 2013).

Genau wie der Mensch, scheinen auch atopische Hunde zu bakteriellen Infektionen
der Haut zu neigen, welche die klinischen Symptome verschlimmern und den
Kreislauf der Entziindung aufrechterhalten kénnen (DEBOER & MARSELLA,
2001; SANTORO & RODRIGUES HOFFMANN, 2016). Ca. 66 % der
allergischen Hunde leiden, laut einer Studie aus dem Jahr 2010, an rezidivierenden,
bakteriellen Hautinfektionen (FAVROT et al., 2010). Auch beim Hund ist die
Diversitat des Mikrobioms auf der Haut bei der AD verringert (SANTORO et al.,
2015). Wie oben bereits erwahnt, findet bei vielen an AD erkrankten Menschen
eine Uberkolonisierung mit Staphylococcus aureus statt (LIN et al., 2007). Beim
Hund kann S. aureus hingegen vergleichsweise selten isoliert werden, das
Hauptpathogen stellt hier Staphylococcus pseudintermedius dar (BRADLEY et al.,
2016). Staphylokokken haften bei atopischen Hunden besser an den Korneozyten
an und schadigen durch Proteasen und Ceramidasen aktiv die Hautbarriere
(MCEWAN et al., 2006; MARSELLA et al., 2012). Da auch einige Stamme von

Staphylococcus pseudintermedius in der Lage sind verschiedene Enterotoxine und
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exfoliative Exotoxine zu bilden, ist anzunehmen, dass die Uberkolonisierung
dieselben immunologischen Mechanismen in Gang setzt wie beim Menschen
(HENDRICKS et al., 2002; SANTORO et al., 2015). Uber eine T-Zell-Aktivierung
und folgende Zytokinausschittung (IL-1, IL-4, IL-12, TNF-a) kommt es zur
Entstehung einer allergisch bedingten Entzlindungsreaktion (SANTORO et al.,
2015). Zusétzlich kommt es bei atopischen Hunden auch héaufig zu einer
Uberwucherung der Haut mit Hefepilzen, v.a. Malassezia pachydermatis.
Malassezien gehdren zur normalen Hautflora, kdnnen jedoch bei der AD als
opportunistische Pathogene fungieren (DEBOER & MARSELLA, 2001;
SANTORO et al., 2015). Sie tragen genau wie Staphylococcus pseudintermedius
direkt (Uber Zytokininduktion) und indirekt (als eigenstandiges Allergen) zur
Entzindungsreaktion bei (SANTORO et al., 2015).

1.4, Klinik der caninen atopischen Dermatitis

Bereits die Definition der caninen AD, als eine entzlindliche und juckende
Hauterkrankung, beinhaltet zentrale klinische Aspekte der Erkrankung. Die
Symptome konnen jedoch sehr vielfaltig sein, weswegen eine Diagnosestellung
schwierig sein kann (HENSEL et al., 2015). Bereits in frihen Publikationen wurde
Juckreiz als Leitsymptom der caninen AD beschrieben. In den allermeisten Fallen
ist Pruritus das initiale Anzeichen der Erkrankung und kann bei einigen Patienten
als einziges Symptom auftreten. Der Juckreiz ist in der Regel Steroid-responsiv und
tritt bevorzugt an den distalen Gliedmalien, im Gesicht, am Bauch und an den Ohren
auf (BIZIKOVA et al., 2015). Zuséatzlich entwickeln die Tiere haufig eine Reihe
von primdren und sekundéren Hautldsionen, wie beispielsweise Erythem, Papeln,
Pusteln, selbst-induzierte Alopezie, Hyperpigmentation und Lichenifikation
(GRIFFIN & DEBOER, 2001; BIZIKOVA et al., 2015; HENSEL et al., 2015).
Durch die geschéadigte Hautbarriere kann sich auRerdem eine Infektion der Haut mit
Bakterien oder Hefepilzen entwickeln (BIZIKOVA et al., 2015). Neben den
Hautsymptomen leiden sehr viele der Patienten an einer chronischen oder
rezidivierenden Otitis externa, sowie an Konjunktivitis (21-30 %) oder Rhinitis
(~7 %) (GRIFFIN & DEBOER, 2001; FAVROT et al., 2010). Je nachdem welche
Allergene die canine AD ausldsen, kénnen die Symptome saisonal oder asaisonal
auftreten. Nicht immer kann diese Einteilung so strikt angewendet werden, denn
einige Hunde mit ganzjahriger Symptomatik konnen deutliche saisonale
Schwankungen in der Intensitat der Klinik zeigen (GRIFFIN & DEBOER, 2001).
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In den meisten Féllen entwickelt sich die Erkrankung im Alter zwischen sechs
Monaten und drei Jahren. Untypisch ist ein Beginn der Symptomatik bei Hunden
die junger als sechs Monate oder &lter als sieben Jahre sind (GRIFFIN & DEBOER,
2001). Hunde mit einer Futter-induzierten AD sind im Vergleich zu Hunden mit
einer durch Umweltallergene ausgel6sten atopischen Dermatitis bei Beginn der
Symptomatik eher jiinger oder alter (BIZIKOVA et al., 2015). In vielen Studien
wurde gezeigt, dass Labrador und Golden Retriever, West Highland White Terrier,
Boxer, Franzosische Bulldogen, Deutsche Schéferhunde und Cocker Spaniel
uberdurchschnittlich héaufig betroffen sind und somit als préadisponiert fur die
Entwicklung einer AD gelten. Da jedoch geographische Unterschiede bei der
Beliebtheit oder dem genetischen Hintergrund mancher Hunderassen feststellbar
sind, konnen diese Rassepradispositionen regional abweichen (JAEGER et al.,
2010; BIZIKOVA et al., 2015). Riden und Hindinnen sind gleich haufig von AD
betroffen (BIZIKOVA et al., 2015).

1.5. Diagnose der caninen atopischen Dermatitis

Die klinischen Symptome der caninen atopischen Dermatitis sind, wie oben
beschrieben, sehr variabel und unspezifisch. Dadurch kommen eine Reihe von
Differentialdiagnosen in Frage und die canine AD kann nur durch Ausschluss dieser
sicher diagnostiziert werden (DEBOER & HILLIER, 2001a). Im ersten Schritt
sollte eine grindliche Anamnese mit Hilfe des Besitzers erstellt und die vorhandene
Hautsymptomatik durch eine ausfiihrliche dermatologische Untersuchung evaluiert
werden. Wird auf Grund dessen eine atopische Dermatitis bei dem Patienten
vermutet, missen potentielle Differentialdiagnosen (Tabelle 1) durch eine

systematische Aufarbeitung ausgeschlossen werden (HENSEL et al., 2015).

Eine h&ufige Ursache fiir Juckreiz, v.a. in der hinteren Korperhélfte, ist die
Flohspeichel-Allergie (flea allergy dermatitis = FAD). Um eine Beteiligung der
FAD am Kirankheitsbild auszuschlieBen, sollte man eine grundliche
Flohprophylaxe mit geeigneten Antiparasitika durchfuhren. Ein Befall mit
Sarkoptes oder Cheyletiellen kann haufig auch durch ein oberflachliches
Geschabsel nicht sicher nachgewiesen werden. Auch hier sollte bei Verdacht eine
diagnostische Behandlung mit Ektoparasitika erfolgen. Demodex-Milben lassen
sich hingegen mit Hilfe eines tiefen Hautgeschabsels sehr sicher erkennen und
sollten immer als mégliche Differentialdiagnose abgeklart werden. Eine Infektion

der Haut mit Bakterien oder Hefepilzen kann primar Juckreiz verursachen, tritt aber
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bei Hunden mit AD haufig sekundar, als eine Folge der geschadigten Hautbarriere,
auf. Bleibt der Juckreiz auch nach Behandlung der Hautinfektion bestehen, spricht
dies fur das Vorliegen einer allergischen Ursache. Hier tritt die Futtermittelallergie
(FIAD) als wichtigste Differentialdiagnose in den Vordergrund (DEBOER &
HILLIER, 2001a; HENSEL et al., 2015). Die canine AD sensu stricto ist klinisch
nicht von der FIAD zu unterscheiden (PICCO et al., 2008). Um zu evaluieren wie
grol3 der Anteil der Futtermittelallergene am Krankheitsgeschehen ist oder ob es
sich um eine NFIAD handelt, muss beim Patienten eine strikte Eliminationsdi&t
uber acht Wochen, mit anschlieBender Futtermittelprovokation, durchgefiihrt
werden (KENNIS, 2006). Konnte durch die systematische Aufarbeitung keine
Kontrolle des Juckreizes erreicht werden, kann die atopische Dermatitis als
Ausschlussdiagnose gestellte werden (HENSEL et al., 2015). Favrot et al. haben in
ihrer Studie von 2010 die Klinischen Anzeichen bei Hunden mit atopischer
Dermatitis charakterisiert. Laut dieser Studie konnte eine Kombination von
Kriterien erarbeitet werden (Tabelle 2), welche die klinische Verdachtsdiagnose der
caninen AD erlaubt. Mit einer Sensitivitat von 85,4 % und einer Spezifitat von
79,1 % kann bei Hunden, die finf der acht Kriterien erfillen, eine AD alleine
anhand der Klinischen Symptome vermutet werden. Die Favrot Kriterien erlauben
jedoch keine Unterscheidung von NFIAD und FIAD (FAVROT et al., 2010). Bei
der alleinigen Verwendung der Favrot Kriterien als ,,diagnostischer Test* kann es
jedoch zu Fehldiagnosen kommen, weswegen sie nur im Rahmen einer

umfassenden Aufarbeitung eingesetzt werden sollten (HENSEL et al., 2015).

Hé&ufig werden von Praktikern die sogenannten ,,Allergie-Tests* zu Diagnose einer
atopischen Dermatitis verwendet. Leider eignet sich weder der Intradermaltest,
noch der Serum-Allergietest als Screeningtest (DEBOER & HILLIER, 2001a).
Beide Tests weisen lediglich eine beschrénkte Sensitivitat und Spezifitat auf, da
auch klinisch unaufféllige Tiere in beiden Tests positiv reagieren konnen (LIAN &
HALLIWELL, 1998). Den grofiten Nutzen bieten diese Tests bei der Auswahl
geeigneter Allergene fiir eine allergenspezifische Immunotherapie (siehe Abschnitt
1.6.9), die zur Therapie der caninen AD eingesetzt werden kann (DEBOER &
HILLIER, 2001a).
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Tabelle 1: Wichtige Differentialdiagnosen der caninen atopischen Dermatitis
(DEBOER & HILLIER, 2001a; HENSEL et al., 2015)

Ektoparasitare Hauterkrankungen Flohe
Réaude (Sarcoptes scabiei)
Demodikose
Cheyletiellose
Trombiculose

Otodectes cyanotis Infektion

Allergische Hauterkrankungen Flohspeichel-Dermatitis
Futtermittelallergie
Kontaktdermatitis

Insektenstich-Hypersensitivitat

Mikrobielle Hautinfektionen Staphylokokken-Pyodermie

Malassezien Dermatitis

Neoplasie

1.6. Therapie der caninen atopischen Dermatitis

Genau wie die Klinik, ist auch die Therapie der caninen atopischen Dermatitis sehr
variantenreich und meist eine Kombination aus verschiedenen Mafinahmen und
Medikamenten. Die Therapie sollte individuell auf den jeweiligen Patienten und
dessen Klinik abgestimmt werden, um ein optimales Ergebnis erzielen zu kdnnen
(OLIVRY & SOUSA, 2001b; OLIVRY et al., 2010).



I1. Literaturlibersicht 21

Tabelle 2: Favrot Kriterien: Die Anwendung der Favrot Kriterien hilft bei der
Interpretation klinischer Symptome beim juckenden Hund. Soll der Patient
mindestens fnf der acht Kriterien erfullen, kann mit einer Sensitivitat von 85,4 %
und einer Spezifitat von 79,1 % eine atopische Dermatitis klinisch diagnostiziert
werden. Missen sechs Kriterien erfillt werden, steigt die Spezifitat auf 88,5 %, die
Sensitivitat sinkt auf 58,2 %.(FAVROT et al., 2010; HENSEL et al., 2015)

Kriterien Verlasslichkeit

1. Alter bei Beginn der Erkrankung < 3 Jahre
5 Kriterien:

2. Uberwiegend im Haus lebender Hund
Sensitivitat 85,4 %

3. Kortison-responsiver Juckreiz A
Spezifitat 79,1 %

4. chronische oder wiederkehrende Hefepilz-

Infektionen

5. Vorderbeine betroffen

6 Kriterien:
6. Pinnae betroffen Sensitivitit 58.2 %
7. Ohrrander nicht betroffen Spezifitat 88,5 %

8. Dorso-lumbaler Bereich nicht betroffen

1.6.1.  Allergenvermeidung/-reduktion

Bei Hunden mit einer atopischen Dermatitis kann durch den Kontakt mit
verschiedenen Allergenen (Aeroallergene, Futtermittel- oder Arthropoden-
Antigene) eine Verschlechterung der Symptomatik auftreten. Der erste Schritt in
der Therapie sollte also die Vermeidung bzw. Reduktion des Kontakts zu den
auslosenden Allergenen sein (OLIVRY & SOUSA, 2001b; OLIVRY et al., 2010).
Besonders bei Aeroallergenen, wie Pollen oder Schimmelpilzen, gestaltet sich dies
als sehr schwierig bis nahezu unmdglich. Helfen konnen die im Internet
verfligbaren ,,Pollen-Radare®, diese zeigen die aktuellen Pollenkonzentrationen in
den jeweiligen Gebieten an. Ist die Pollenbelastung besonders hoch, sollte der Hund
mdoglichst wenig Zeit im Freien verbringen. Oft hilft es, den Hund nach dem

Spaziergang zu waschen und mit milden Waschlotionen zu shampoonieren, um die
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Pollen aus dem Fell zu entfernen. Besteht beim Patienten eine Allergie gegen
Hausstaubmilben-Antigene, kann die Verwendung spezieller Allergiker-
Hundebetten aus Materialien mit sehr geringem Porendurchmesser, haufiges
Staubsaugen oder die Reduktion von Teppichen in der Wohnung Erleichterung
bringen (VAUGHAN et al.,, 1999; OLIVRY & SOUSA, 2001b). Durch die
regelmaflige Anwendung von Akariziden wie Benzyl Benzoat im Haushalt, wird
die Hausstaubmilbenbelastung gesenkt und kann zu einer Verbesserung der Klinik
bei Hausstaubmilbenallergikern fuhren (SWINNEN & VROOM, 2004). Es wird
angenommen, dass Hunde mit AD pradisponiert fir die Entwicklung einer
Flohspeichel-Dermatitis sind (HILLIER & GRIFFIN, 2001a). In Gebieten in denen
Flohe endemisch vorkommen, sollte bei jedem Patienten deshalb eine ganzjahrige
Flohprophylaxe angewendet werden (CARLOTTI & JACOBS, 2000; OLIVRY et
al., 2010). Ist eine FIAD der Ausldser der Symptomatik, sollte der Hund eine
geeignete Didt bekommen, um eine Verschlimmerung der Klinik durch
Futtermittel-Allergene zu vermeiden (DEBOER & HILLIER, 2001a; OLIVRY et
al., 2010).

1.6.2.  Antibakterielle/Antimykotische Therapie

Wie oben diskutiert, sind rezidivierende Haut- und Ohrinfektion bei Hunden mit
atopischer Dermatitis ein hdufiges Problem. Auch wenn noch nicht abschlieRend
geklart ist inwieweit sie eine Folge oder ein Teil der Pathogenese der AD sind, ist
man sich einig, dass ihre Behandlung einen entscheidenden Teil des
therapeutischen Managements der caninen AD darstellt (DEBOER &
MARSELLA, 2001). Zeigen sich klinische und zytologische Anzeichen einer
Infektion mit Bakterien oder Hefepilzen, ist eine lokale und/oder systemische
Therapie der Infektion angezeigt (OLIVRY et al., 2010).

Sind die Lé&sionen lokal begrenzt, mild oder im Anfangsstadium kann eine lokale
Therapie ausreichen (HILLIER et al., 2014). Hierfir eignen sich Shampoos oder
Losungen mit antibakteriellen (Chlorhexidin, Benzyl-Peroxid, Ethyl-Lactat) oder
antimykotischen (Ketoconazol, Miconazol) Inhaltsstoffen bzw. bei kleineren
Lasionen auch Salben, Cremes, Gels oder Ticher mit genannten Inhaltsstoffen
(MUELLER et al., 2012; HILLIER et al., 2014). Es ist zu beachten, dass lokale
Pharmazeutika nur bei richtiger Anwendung uneingeschrankt wirken kénnen. So
sollte beispielsweise das Haarkleid an den betroffenen Stellen mdglichst

kurzgehalten werden, eine ausreichend lange Einwirkzeit (> 10 Minuten)
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gewadhrleistet sein und auch eine ausreichend lange Therapiedauer (bis zur
negativen Zytologie) eingehalten werden. Auf Grund der hohen lokalen
Konzentration von Wirkstoffen, ist eine Resistenzentwicklung gegeniiber topischen
Antiseptika/Antibiotika seltener und eine bakterizide Wirkung tritt in den meisten
Fallen auch gegenlber methicillin-resistenten Staphylokokken ein (HILLIER et al.,
2014).

Bei groRflachigen und massiven Lasionen ist die Anwendung systemischer
Antibiotika oder Antimykotika nicht zu vermeiden (HILLIER et al., 2014). Auf
Grund der zunehmenden Resistenzentwicklung sollte sich der behandelnde Tierarzt
bei der Anwendung systemischer Antibiotika an den aktuellen ,,Leitlinien fiir den
sorgfiltigen Umgang mit antibakteriell wirksamen Tierarzneimitteln orientieren

(OLIVRY et al., 2010).

1.6.3. Shampoos

Durch die regelmaRige Anwendung nicht-irritierender Shampoos kann der Juckreiz
bei atopischen Hunden vermindert werden. In einer Studie von 2007 konnte durch
das wochentliche Baden mit einem Shampoo ein positiver Effekt auf den Juckreiz
nachgewiesen werden. Der Juckreiz konnte innerhalb von 24 Stunden bei 25 % der
behandelten Hunde um die Hélfte reduziert werden (LOFLATH et al., 2007;
OLIVRY etal., 2010).

1.6.4. Essentielle Fettsauren

Essentielle Fettsduren (essential fatty acids = EFA) konnen in Omega-3 und
Omega-6 Fettsduren eingeteilt werden und koénnen vom Korper nicht selbst
synthetisiert werden. Sie missen daher dem Korper von auen zugefiihrt werden.
Gut zur Supplementierung eignen sich beispielsweise Leinsamendl, Fischol,
Sonnenblumendl oder Nachtkerzendl, da diese einen hohen Gehalt an essentiellen
Fettsduren  aufweisen. Auf Grund ihrer antiinflammatorischen  und
immunmodulatorischen Eigenschaften werden EFAs gerne zur unterstltzenden
Therapie bei der caninen atopischen Dermatitis eingesetzt (BLASKOVIC et al.,
2014). Die Eicosapentaensdure (EPA, Omega-3) und Dihomogammalinolenséure
(DHGLA, Omega-6) konkurrieren mit der Arachidonséure im Korper als Substrat
fir Enzyme, welche die EFAs in Prostaglandine und Leukotriene umwandeln. Aus
der Arachidonsdure werden proinflammatorische Prostaglandine und Leukotriene

synthetisiert, wohingegen aus DHGLA und EPA Eicosanoide mit eher
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antiinflammatorischen Eigenschaften gebildet werden. Steht dem Korper also mehr
DHGLA und EPA zur Verfligung, kommt es zu einem Anstieg der
antiinflammatorischen Eicosanoide und einer milderen Entziindungsreaktion
(GALLAI et al., 1995; MUELLER et al., 2004). Zusétzlich reduzieren EFAs die
Sekretion anderer proinflammatorischer Zytokine (z.B. TNF, IL-1, IL-6). Omega-6
Fettsduren werden auflerdem in epidermale interzellulare Lipide eingebaut und
stairken so die Hautbarriere und vermindern den transepidermalen
Feuchtigkeitsverlust (OLIVRY et al., 2001a). In Studien konnte gezeigt werden,
dass durch die orale oder topische Substitution von essentiellen Fettsauren eine
deutliche Verbesserung des Pruritus und der Hautlasionen bei der caninen AD
erreicht werden konnen. Da bei der Anwendung von EFAs so gut wie keine
Nebenwirkungen (selten Flatulenz, Erbrechen, Durchfall) zu erwarten sind, eignen
sie sich hervorragend zu einer unterstiitzenden Therapie der AD und kénnen zu
einer Reduktion anderer Medikamente, wie Kortison oder Ciclosporin, flihren
(MUELLER etal., 2004; SEVIK etal., 2004; BLASKOVIC etal., 2014; MULLER
et al., 2016).

1.6.5. Antihistaminika

Antihistaminika wirken als Antagonist des Histamins an den spezifischen
Histamin-Rezeptoren  unterschiedlicher ~ Gewebe. Der Hi-Rezeptor st
beispielsweise assoziiert mit Histamin-induziertem Juckreiz und durch die
Blockade des Rezeptors durch Antihistaminika erwartet man eine Reduktion des
Pruritus. Des Weiteren konnen Antihistaminika die Freisetzung der
proinflammatorischen Mediatoren aus Mastzellen und basophilen Granulozyten
hemmen (DEBOER & GRIFFIN, 2001). Auf Grund dieser Eigenschaften werden
Antihistaminika hdufig in der Therapie der caninen AD eingesetzt. lhre
Wirksamkeit ist jedoch nur eingeschrankt und mild, was zu der Annahme verleitet,
dass Histamin keine Hauptrolle bei der Entstehung von Juckreiz und Entziindung
in der Pathogenese der AD spielt (SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). Die
Wirkung variiert stark von Hund zu Hund und auch zwischen verschiedenen
Antihistaminika, weswegen bei einem Patienten unterschiedliche Praparate getestet
werden sollten. Antihistaminika eignen sich nicht zur Therapie akuter Schibe, da
ihre Wirkung erst nach etwa 7-14 Tagen eintritt (DEBOER & GRIFFIN, 2001).
Trotz ihres eher geringen Effekts eignen sich Antihistaminika, nicht zuletzt auch

auf Grund ihrer guten Vertraglichkeit und geringen Nebenwirkungen (v.a.
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Sedation), zur unterstiitzenden Therapie der caninen AD und zur Reduktion anderer
Medikamente wie Kortison oder Ciclosporin (DEBOER & GRIFFIN, 2001,
EICHENSEER et al., 2013; OLIVRY et al., 2015).

1.6.6. Glukokortikoide

Systemische Glukokortikoide werden sehr haufig zur symptomatischen Therapie
der caninen atopischen Dermatitis eingesetzt und gelten als Standardtherapie.
Durch ihre starken immunsuppressiven und antiinflammatorischen Eigenschaften
mildern sie effektiv die Allergie-induzierten Symptome wie Juckreiz und
entziindliche Hautlasionen (OLIVRY & SOUSA, 2001a; STEFFAN et al., 2003;
GADEYNE et al., 2014). Glukokortikoide zeichnen sich auBerdem durch einen
schnellen Wirkungseintritt nach etwa vier Stunden aus (GADEYNE et al., 2014).
Obwohl Glukokortikoide effektiv wirken, treten bei Langzeitanwendungen vielfach
Nebenwirkungen auf. Zu den h&ufigsten zdhlen Polyurie, Polydipsie,
Muskelatrophie, Hautatrophie, Polyphagie und Gewichtszunahme. Durch die
Immunsuppression sind die Patienten auf3erdem pradisponiert fiir opportunistische
Infektionen, Demodikose oder rezidivierende, bakterielle Zystitiden (OLIVRY et
al., 2003). Deshalb sollte bei einer Langzeittherapie das Nutzen-Risiko-Verhéltnis
abgewogen und maglichst auf die niedrigste, noch wirksame Dosis reduziert oder
auf Alternativmedikamente ausgewichen werden (OLIVRY et al., 2010;
SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). Auf Grund der potentiellen
Nebenwirkungen wird der Einsatz von kurz wirksamen, oralen Glukokortikoiden,
wie Prednisolon oder Methylprednisolon, empfohlen. Vom Einsatz langwirksamer,
injizierbarer Glukokortikoide sollte Abstand genommen werden (OLIVRY et al.,
2010).

Bei lokalisiertem Pruritus und Entziindungen kénnen glukokortikoid-haltige Sprays
oder Salben anstatt einer systemischen Therapie eingesetzt werden. Die hdufigsten
Nebenwirkungen bei Langzeitanwendung sind kutane Atrophie, Komedonen und
follikuldre Zysten (OLIVRY et al., 2010). Um das Risiko fir das Auftreten
systemischer  Nebenwirkungen zu vermeiden, kann auf Mittel mit
Hydrokortisonaceponat ausgewichen werden. Diese neuen Glukokortikoid-
Formulierungen werden in der Haut in inaktive Metabolite verstoffwechselt
(OLIVRY etal., 2010; SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016).
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1.6.7. Calcineurininhibitoren

Der Calcineurininhibitor Ciclosporin verhindert die T-Zell Aktivierung und damit
die Produktion von wichtigen proinflammatorischen Zytokinen (v.a. IL-2). Mit
seinen starken immunosuppressiven und immunmodulatorischen Eigenschaften
stellt es ein potentes Medikament zur symptomatischen Therapie der caninen AD
dar (FORSYTHE & PATERSON, 2014). Ciclosporin mildert ebenso effektiv den
Juckreiz und AD-assoziierte Hautlasionen wie Glukokortikoide, eignet sich aber
auf Grund der milderen Nebenwirkungen besser fur eine Langzeittherapie
(STEFFAN et al., 2003; SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). Als haufigste
Nebenwirkungen treten gastrointestinale Symptome auf, die aber in der Regel nach
kurzer Zeit selbstlimitierend sind. Aufgrund der immunmodulatorischen
Eigenschaften muss aber auch mit einer erhohten Anfélligkeit fir opportunistische
Infektionen gerechnet werden (STEFFAN et al., 2005; NUTTALL et al., 2014).
Der volle therapeutische Effekt von Ciclosporin tritt in der Regel erst nach ca. 4
Wochen ein. Nachdem eine deutliche Besserung der Symptome eingetreten ist,
sollte versucht werden die Dosis zu reduzieren und die Therapie durch andere
Ciclosporin-sparende Medikamente wie Antihistaminika oder essentielle
Fettsduren zu erganzen (OLIVRY etal., 2010; FORSYTHE & PATERSON, 2014).

Als  Alternative  zur  systemischen  Therapie kann  bei  lokalen
Entziundungsreaktionen oder Juckreiz der topische Calcineurininhibitor Tacrolimus
angewendet werden (SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). Im Gegensatz
zu den meisten kortikosteroidhaltigen Praparaten flihrt Tacrolimus nicht zu einer
kutanen Atrophie, zeigt aber die gleiche Wirksamkeit. Bei manchen Patienten kann
es nach dem Auftragen zu vorlbergehendem Brennen auf der Haut und Juckreiz
kommen. Diese Nebenwirkungen verschwinden jedoch nach mehrmaligem
Auftragen spontan (BENSIGNOR & OLIVRY, 2005; MARSELLA, 2005).

1.6.8. Oclacitinib

Oclacitinib (Apoquel®, Zoetis Inc., Florham Park, NJ, USA) ist ein relativ neues
Medikament zur symptomatischen Therapie der caninen AD. Hierbei handelt es
sich um einen Januskinase-Inhibitor. Viele proinflammatorische Zytokine, wie
IL-2, IL-6, IL-13 oder das juckreizinduzierenden IL-31, nutzen einen
Januskinase-abhangigen Signalweg in der Zelle. Durch Oclacitinib wird diese
Signalubertragung blockiert und der Effekt der Zytokine inhibiert (GONZALES et

al., 2014). Oclacitinib zeigte in Studien einen stark juckreizhemmenden Effekt und
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fihrte zur einer deutlichen Verbesserung der klinischen Symptome der AD
(COSGROVE et al., 2013; LITTLE et al., 2015). Apoquel® eignet sich auf Grund
des schnellen Wirkeintritts (~4 Stunden) nicht nur zur Langzeitbehandlung,
sondern auch zur Behandlung akuter Schiibe der AD (GADEYNE et al., 2014;
SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). In Studien wurden nur selten
Nebenwirkungen beobachtet. Zu den haufigsten gehorten Anorexie, Erbrechen und
Durchfall. Da Oclacitinib durch die Januskinase-Inhibition auch Einfluss auf die
Entwicklung, Differenzierung und Funktion verschiedener
Leukozytenpopulationen hat, besteht bei einer Langzeitbehandlung das Risiko von
Dermatophytosen und bakteriellen oder parasitaren Infektionen (COSGROVE et
al., 2013; LITTLE et al., 2015).

1.6.9.  Allergen-Immunotherapie

Bei der Allergen-Immunotherapie (allergen immunotherapy = AIT, fruher
allergen-specific immunotherapy = ASIT) werden dem Patienten graduell
ansteigende Dosierungen eines individuellen Allergenextraktes verabreicht. Die
AIT, friher auch Desensibilisierung oder Hyposensibilisierung genannt, stellt
bisher die einzige ursachliche Therapie der caninen atopischen Dermatitis dar
(GRIFFIN & HILLIER, 2001).

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Medikamenten bekdmpft die AIT nicht
nur die Symptome, sondern moduliert das Immunsystem, sodass der Verlauf der
Erkrankung langfristig verdndert und die Entstehung weiterer Sensibilisierungen
unterdriickt wird (GRIFFIN & HILLIER, 2001; LARCHE et al., 2006;
SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). Der genaue Mechanismus der
Immunotherapie ist bislang noch nicht vollstandig aufgeklart. In der
Humanmedizin ist die AIT deutlich besser erforscht als in der Veterindrmedizin.
Beim Menschen kommt es durch die Immunotherapie zu einer modifizierten
Immunantwort der APCs, T-Zellen und B-Zellen auf einen Allergenkontakt.
AulRerdem veréndert sich die Anzahl und Funktion von Effektorzellen (LARCHE
et al., 2006). Beispielsweise konnte unter AIT ein Anstieg des allergen-induzierten
Verhéltnisses von Thl- zu Th2-Zytokinen, eine vermehrte Produktion von
regulatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-f und der Anstieg von
regulatorischen T-Zellen beobachtet werden (EBNER et al., 1997; JUTEL et al.,
2003; KEPPEL et al., 2008; LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Bei Patienten

mit AIT konnten zudem eine Zunahme der IgG-Antikorper gemessen werden.
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Diese konkurrieren mit den IgE um die Bindung des Allergens. Sie wirken somit
als blockierende Antikdper und reduzieren die IgE-mediierte Mastzell- und
Basophilendegranulation. Auch beim Hund konnte ein Anstieg der IgG-Antikorper,
sowie der Treg- und IL-10 Konzentrationen gemessen werden. Durch den Anstieg
des Verhaltnisses von IFN-y (Interferon gamma) zu IL-4 vermutet man, dass die
AIT auch beim Tier einen Shift zur Thl-dominierten Immunreaktion ausldst
(LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).

Wie bereits erwahnt, werden dem Patienten bei der AIT Allergenextrakte
verabreicht. Diese werden beim Hund in der Regel subkutan injiziert (GRIFFIN &
HILLIER, 2001). Einzelne Studien zeigten aber auch Erfolge mit oraler oder
intralymphatischer Applikation (DEBOER et al., 2016; FISCHER et al., 2016). Die
Allergen-L6ésungen werden in der Initialisierungsphase tber mehrere Wochen in
aufsteigender Dosis, bis zum Erreichen einer Erhaltungsdosis, verabreicht. Diese
Erhaltungsdosis wird dem Hund in der Regel lebenslanglich injiziert
(SARIDOMICHELAKIS & OLIVRY, 2016). Intervall und Dosis miussen
regelmaRig evaluiert und bei jedem Patienten individuell angepasst werden. Eine
Alternative zur klassischen Initialisierungsphase, die wie erwéhnt mehrere Wochen
dauert, stellt die sogenannte Rush-Immunotherapie dar. Hierbei wird dem Patienten
alle 30-60 Minuten die Allergenldsung in aufsteigender Dosierung injiziert. Damit
kann die Initialisierungsphase auf einen Tag verkirzt werden. Studien haben
gezeigt, dass die Rush-Immunotherapie eine sichere und effiziente
Therapiemdglichkeit darstellt (MUELLER & BETTENAY, 2001; HOBI &
MUELLER, 2014).

Die Auswahl der Allergene die flr die AIT-Injektionslésungen verwendet werden,
sollte fur jeden Patienten individuell erfolgen. Nach der Durchfiihrung eines
Intrakutan- oder Serum-Allergietests werden, unter Berlcksichtigung der
klinischen Historie des Patienten, die relevanten Allergene ausgewéhlt. Werden
unspezifische Allergenldsungen fiir die AIT verwendet, zeigen die Patienten ein
schlechteres Ansprechen als bei spezifisch ausgewahlten Allergenextrakten. Die
Auswahl der richtigen Allergene durch einen geeigneten Test scheint also essentiell
flir den Erfolg der AIT (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).

Die AIT ist eine gut vertragliche Therapie. Die h&ufigste Nebenwirkung ist das
Auftreten von verstarktem Juckreiz und eine Verschlimmerung der klinischen

Symptome. Diese Reaktion tritt in der Regel kurz nach der Injektion ein und kann
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Stunden bis Tage anhalten (GRIFFIN & HILLIER, 2001). In diesem Fall kann eine
Anpassung des Therapieprotokolls zur Milderung der Nebenwirkungen fiihren. Bei
etwa 1 % der behandelten Hunde kommt es zu systemischen Nebenwirkungen.
Dazu zédhlen unter anderem Schwache, Depression, Schlaflosigkeit, Hecheln,
Durchfall, Erbrechen, Urtikaria und im schlimmsten Fall Kollaps und Anaphylaxie
(LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).

Die AIT gilt auf Grund von Studien und Erfahrungsberichten als effektive
Therapiemdglichkeit der caninen AD. Die meisten Studien zur Wirksamkeit der
AIT sind offene, nicht kontrollierte Studien und es gibt nur wenige kontrollierte,
randomisierte Studien die diese Thematik Uberprift haben. Die meisten Studien
geben fiir die AIT eine Wirksamkeit von 52 bis 77 % an. Die Wirksamkeit wurde
in diesen Studien Uber ahnliche Kriterien evaluiert (z.B. Verbesserung der
klinischen Symptome um mehr als 50 %) (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).
In der einzigen publizierten, Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie aus dem
Jahr 1984 zeigten 59 % der Hunde in der AIT-Gruppe eine Verbesserung um mehr
als 51 % der klinischen Symptome. In der Placebo-Gruppe verbesserten sich nur
21 % der Hunde um den gleichen Wert (WILLEMSE et al., 1984). Wie schnell die
Patienten auf die Immunotherapie ansprechen ist sehr individuell. In Studien gibt
es dazu sehr unterschiedliche Angaben. Einige Autoren beschreiben ein
Ansprechen bereits nach zwei bis flinf Monaten, bei anderen stellten sich die
Erfolge der AIT erst nach ca. acht bis neun Monaten ein (ZUR et al., 2002;
SCHNABL et al., 2006). Es wird empfohlen die Immunotherapie mindestens ein
Jahr lang durchzuftihren, bevor tber ihre Wirksamkeit abschlielend beurteilt wird
(OLIVRY etal., 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die allergen-spezifische Immunotherapie
eine sichere und erfolgversprechende, ursachliche Therapie der caninen AD ist. Sie
sollte bei jedem Patienten mit einer AD sensu stricto in Erwégung gezogen werden,
bei dem durch einen Allergietest die auslosenden Allergene identifiziert werden
konnten (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).

2. Allergietest beim Hund

Wie bereits erwéhnt, kann sich die Diagnose der caninen atopischen Dermatitis
schwierig gestalten. Sie kann derzeit lediglich als Ausschlussdiagnose gestellt

werden. Mit Intradermal- oder Serumallergietest (SAT) werden momentan in der
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Tiermedizin zwei vermeintliche Allergietesttypen fiir den Hund angeboten. Leider
eignet sich keiner dieser Tests als Screeningtest zur Diagnosestellung, da auch
immer wieder gesunde, nicht atopische Hunde positive Testergebnisse zeigen bzw.
Patienten mit diagnostizierter AD negative Testergebnisse haben kdénnen. Die
beiden Tests sind somit lediglich zur Auswahl der relevanten Allergene flr eine
allergenspezifische Immunotherapie geeignet (HENSEL et al., 2015). Im
Folgenden sollen diese beiden Testmethoden né&her beleuchtet werden.

2.1. Serumallergietest

Seit den 80er Jahren sind Serumallergietests kommerziell verfugbar und werden
seitdem h&ufig eingesetzt (SAEVIK et al., 2003). Wie bereits erwahnt, spielen IgE-
Antikorper auch eine Rolle in der Pathogenese der atopischen Dermatitis. Durch
den Test sollen die im Serum zirkulierenden IgE-Antikérper gemessen werden. In
der Humanmedizin sind sowohl Tests zur Messung des totalen Serum-IgE-Gehalts
als auch zur Quantifizierung der allergen-spezifischen IgE-Antikorper verfligbar
(DEBOER & HILLIER, 2001b). Der Gesamt-lgE-Gehalt im Serum adulter Hunde
mit AD weicht, ahnlich wie beim Menschen, kaum von dem Wert gesunder Hunde
ab (HILL et al., 1995). Es wird vermutet, dass viele Faktoren, wie beispielsweise
unterschiedliche Impf- und Entwurmungsprotokolle, aber auch genetische
Komponenten den IgE-Gehalt beeinflussen kdnnen und eine Messung des Gesamt-
IgE-Gehalts beim Hund somit kein nutzliches Werkzeug zur Diagnose der AD
darstellt. Beim Menschen kann mithilfe des Gesamt-IgEs im Serum eine
Vorhersage getroffen werden, ob ein Kind pradisponiert fir die Entwicklung einer
AD ist. Bisher konnten in der Tiermedizin keine vergleichbaren Korrelationen bei
Welpen nachgewiesen werden. Somit macht beim Hund ausschliel3lich die
Messung der allergen-spezifischen IgE-Antikoérper Sinn (DEBOER & HILLIER,
2001b).

Bei der Messung allergen-spezifischer IgE-Antikdrper werden nur die
IgE-Molekdile identifiziert, die gegen ein spezielles Allergen gerichtet sind und als
klinisch relevant angesehen werden (HENSEL et al., 2015). Das Grundprinzip des
Serumallergietests ist in den meisten Fallen ein Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) oder Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST) und funktioniert wie
folgt: Zuerst lasst man das Patientenserum mit einem individuellen Allergenextrakt
reagieren, welches in den meisten Féllen an ein festes Medium gebunden ist. Im

nachsten Schritt werden die ungebundenen Komponenten abgewaschen, sodass
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lediglich die an das Allergen gebundenen Antikoérper Ubrigbleiben. Diese
Antikorper werden nun mit Hilfe eines Anti-IgE-Reagenz detektiert, welches zuvor
an ein Enzym (ELISA) oder Radioisotop (RAST) gekoppelt wurde. Durch die
Reaktion des Enzyms bzw. Radioisotops kann mittels Kolorimetrie, Radiometrie
oder Fluorometrie indirekt eine Messung des gebundenen IgEs durchgefihrt
werden (DEBOER & HILLIER, 2001b).

Als Anti-lgE-Reagenz wurden lange Zeit polyklonale oder monoklonale
anti-canine IgE-Antikdrper verwendet (HENSEL et al., 2015). Die monoklonalen
Antikorper weisen eine hohere Sensitivitat und Spezifitt gegenuber den caninen
IgE-Antikorper auf als die polyklonalen Antikérper (DERER et al., 1998). Aus
diesem Grund nimmt die Verwendung von Testverfahren mit polyklonalen
anti-caninen IgE-Antikdrper zunehmend ab (HENSEL et al., 2015). Die poly- und
monoklonalen Antikorper binden jedoch nicht nur IgE, sondern kdnnen auch an die
im Serum in grof3er Anzahl vorhandenen 1gG-Antikorper binden. Dadurch kdnnen
falsch-positive Reaktionen entstehen und somit die Spezifitat des Tests limitieren
(WASSOM et al., 1998). Durch die Verwendung eines rekombinant hergestellten
Fragmentes des extrazelluldaren Anteils der humanen, hoch-affinen
IgE-Rezeptor-Alpha-Untereinheit (FceRla) als Detektor, kann die Sensitivitat
erhoht werden (DEBOER & HILLIER, 2001b). FceRI ist ein auf den Mastzellen
und basophilen  Granulozyten befindlicher hochaffiner Rezeptor fir
IgE-Antikorper. Der extrazellulare Anteil (alpha-Kette) bildet eine spezifische
Bindungsstelle fur den Fc (fragment crystallizable)-Teil eines IgE-Molekils. Die
Bindung eines Antigens an zwei Rezeptor-gebundene IgE-Molekile auf der
Zelloberflache flhrt zur Degranulation der Mastzelle. Die Reaktion von IgE mit
FceRla ist also hoch spezifisch und keine andere Immunglobulinklasse bindet an
diesen Rezeptor (WASSOM et al., 1998). Durch die fehlende Kreuzreaktivitat mit
IgG, eignet sich FceRlo zur Messung von allergen-spezifischem IgE mittels
ELISA, auch bei Hunden mit einem hohen Serum-Gehalt an allergen-spezifischem
1gG (WASSOM et al., 1998; STEDMAN et al., 2001).

Die Qualitat des Tests ist von Labor zu Labor sehr unterschiedlich, was durch
verschieden Faktoren bedingt ist. Labore, die einen Serumallergietest kommerziell
anbieten, beziehen beispielsweise ihre Allergenextrakte aus unterschiedlichen
Quellen (DEBOER & HILLIER, 2001b). Die Allergen-Gehalte im Extrakt kénnen

bei verschiedenen Manufakturen erheblich variieren. Die Unterschiede kdnnen so
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extrem sein, dass der gleiche Patient unterschiedliche Testergebnisse, abhéngig
vom verwendetem Extrakt, produziert (TURNER et al., 1980). Aus diesem Grund
verwenden humanmedizinische Labore groftenteils standardisierte Allergen-
Extrakte bzw. rekombinant hergestellte Allergen-Epitope (DEBOER & HILLIER,
2001b).

Die in der Tiermedizin kommerziell verfligbaren Serumallergietests liefern keine
quantitative Analyse der im Serum vorhandenen IgE-Antikérper mit Angabe in
einer quantitativen Einheit, wie z.B. ng/ml. Vielmehr handelt es sich um eine semi-
quantitative Analyse, bei der das abgegebene Signal in ein Score-System
umgewandelt wird. Diese Umwandlung erfolgt durch den Vergleich mit
Referenzproben. Somit koénnen Ergebnisse unterschiedlicher Labore nicht
verglichen werden, da die semi-quantitative Analyse abhéngig von der im Labor
verwendeten Referenzprobe erfolgt (DEBOER & HILLIER, 2001b).

Der Serumallergietest wird in der Praxis haufig angeboten, da er mit wenig
Aufwand fur Tierarzt und Patient durchgefuhrt werden kann. Da fir die Gewinnung
des Probenmaterials (Serum) lediglich eine Blutabnahme nétig ist, handelt es sich
bei einem SAT um eine wenig invasive Testmethode. Im Gegensatz zum
Intradermaltest muss der Hund zur Durchfiihrung nicht sediert und groRflachig
rasiert werden. AuBBerdem scheinen die Ergebnisse des Serumallergietests nicht so
sehr durch Medikamente beeinflussbar zu sein, wie beim Intradermaltest (siehe
Abschnitt 2.5) (REES, 2001). Dadurch wird die Bereitschaft der Tierbesitzer zur

Durchfiihrung eines Allergietests gesteigert.

2.2. Intradermaltest

Der Intradermaltest gilt in der Tiermedizin derzeit als ,,Goldstandard* zur
Feststellung der allergieauslésenden Allergene und wird von den meisten
Dermatologen gegenuber dem Serumallergietest praferiert (HENSEL et al., 2015;
POPIEL & CEKIERA, 2015). Beim Intradermaltest kommt es, in Folge der
intradermalen Injektion von Allergenen, zu einer IgE-abhéngigen Degranulation
kutaner Mastzellen (Typ-1-Hypersensitivitatsreaktion) (HILLIER & DEBOER,
2001). Die dadurch hervorgerufenen Hautreaktionen (Ro6tung, Schwellung)
erlauben eine indirekte Messung der kutanen Mastzell-Reaktivitat aufgrund des
Vorhandenseins von allergenspezifischen IgE-Antikdrpern. Genau wie der

Serumallergietest, ist auch der Intradermaltest nicht zur Diagnose einer Allergie
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geeignet (HENSEL et al., 2015).

Die Durchfuhrung eines Intradermaltests ist deutlich aufwéndiger als die eines
Serumallergietests. Um eine exakte intradermale Injektion der Allergene zu
gewadhrleisten, sollte der Testbereich grof3flachig ausgeschoren werden, manche
Patienten bendtigen eine Sedation. Als Injektionsfeld wird in der Regel die seitliche
Thoraxwand gewahlt. Es muss darauf geachtet werden, dass sich in diesem Bereich
keine allergiebedingten Hautlasionen befinden, da sonst die Auswertung des Tests
schwerer fallt (HENSEL et al., 2015). Zuerst werden eine Positiv- und eine
Negativkontrolle injiziert, um die Reaktionen auf die Allergene einteilen zu
konnen. In der Regel wird als Positivkontrolle Histamin-Phosphat in einer
Konzentration von 1:100 000 bis 1:10 000 w/v (weight per volume) verwendet. Es
wurde gezeigt, dass eine Konzentration von 1:10000 w/v konstantere
Positiv-Reaktionen hervorruft und so weniger Allergene als falsch positiv bewertet
werden (HENSEL et al., 2004). Als Negativ-Kontrolle sollte die in den
Allergenextrakten verwendete Verdinnungsldsung benutzt werden. Die Allergene
und die Kontrolllésungen werden mit Hilfe einer Tuberkulinspritze oder
1,0 ml-Spritze mit einer 0,5 bis 0,75 mm groRen Nadel injiziert. In der Regel wird
ein Volumen von 0,05 ml bis 0,1 ml der Ldsungen injiziert. Bei richtiger
Injektionstecknik bildet sich in der Haut eine helle Blase (HILLIER & DEBOER,
2001). Die Reaktionen werden nach ca. 15 bis 20 min abgelesen (HENSEL et al.,
2015). Genau wie beim Menschen treten auch beim Hund IgE-mediierte
Spétreaktionen (Typ-1V-Hypersensitivitatsreaktionen) nach der intradermalen
Injektion von Allergenen auf (OLIVRY et al., 2001b). Die klinische Relevanz
dieser Reaktionen ist bis jetzt noch nicht gekléart (HILLIER & DEBOER, 2001).

Die Reaktionen kdénnen nach einem subjektiven und/oder objektiven Verfahren
abgelesen werden. Die subjektive Beurteilung erfolgt auf Grundlage visueller und
taktiler Bewertung von Durchmesser, R6tung und Konsistenz der entstandenen
Quaddeln. Beim objektiven Verfahren wird lediglich der Quaddeldurchmesser in
Millimeter gemessen (HUBBARD & WHITE, 2011). Die Reaktionen der
Allergene werden mit der Positiv- und Negativkontrolle verglichen und beim
subjektiven Verfahren mit den Werten 0, 1, 2, 3 oder 4 bewertet. Mit 0 wird eine
Reaktion bewertet, die der Negativkontrolle entspricht, mit 4 eine Reaktion &hnlich
der Positivkontrolle. Als klinisch relevant und damit positiv, werden Reaktionen

> 2 gewertet. Beim objektiven Verfahren gilt eine Reaktion als positiv, wenn der
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Quaddeldurchmesser gleich oder groRer dem Mittelwert von Positiv- und
Negativkontrolle ist (HILLIER & DEBOER, 2001). Beide Verfahren haben sowohl
Vor- als auch Nachteile. Fir einen unerfahrenen Tierarzt ist z.B. die objektive
Beurteilung deutlich einfacher durchzufiihren, da hierfiir keine grof3e Erfahrung
notwendig ist. Die bei der subjektiven Beurteilung mit einbezogenen Parameter
Ro6tung und Konsistenz erlauben hingegen eine akkuratere Einschatzung der
Reaktionen (HUBBARD & WHITE, 2011). Hubbard et al. (2011) kommen zu der
Einschatzung, dass eine Kombination der beiden Verfahren die exakteste
Auswertung eines Intradermaltests erlaubt. Die meisten Dermatologen verwenden
das subjektive Verfahren (DEBOER, 1989).

Genau wie beim Serumallergietest, kann es auch beim Intradermaltest zu falsch-
positiven oder falsch-negativen Ergebnissen kommen. Der héaufigste Grund stellt
beim IDT die Injektionstechnik dar. Eine zu tiefe Injektion (subkutan) fiihrt zu einer
fehlenden Reaktion, bei starker Traumatisierung der Haut durch die Nadel kann es
hingegen zu einer verstarkten Reaktion kommen (HILLIER & DEBOER, 2001).
Falsch-positive Reaktionen kénnen auch durch Irritationen oder eine zu hohe
Allergenkonzentration hervorgerufen werden (REES, 2001). Wird hingegen eine
zu niedrige Konzentration der Allergene injiziert, kommt es zu falsch-negativen
Ergebnissen. Dies kann z.B. passieren, wenn die Allergenextrakte falsch gelagert
werden (verdinnte Allergene kdnnen in einem Glasgefal? bis zu 8 Wochen bei 4°C
gelagert werden) (HILLIER & DEBOER, 2001). Interferenzen mit
pharmakologischen Substanzen konnen die Ergebnisse des Intradermaltests
zusétzlich  stark  beeinflussen  (siehe  Abschnitt 2.5) (OLIVRY &
SARIDOMICHELAKIS, 2013).

Die Qualitdt des IDTs wird malgeblich durch die richtige Auswahl an
Test-Allergenen beeinflusst. Der Tierarzt sollte sich (ber die regional
vorkommenden Allergene informieren, da zum Beispiel Pollen starken
geographischen Schwankungen unterliegen. Getestet werden sollten also nur
Allergene, denen der Patient in seiner Umgebung tatséchlich ausgesetzt ist. Die
Allergenauswahl sollte regelmaRig evaluiert werden und Allergene, die wiederholt
keine Reaktionen hervorrufen, gegen andere wichtige Allergene ausgetauscht
werden (HILLIER & DEBOER, 2001). Wie bereits erwahnt spielt auch die richtige
Konzentration der Allergenextrakte eine wichtige Rolle. Leider gibt es in der

Tiermedizin keine standardisierten Allergenextrakte und die Konzentrationen
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kdnnen nur grob in weight/volume (w/v), protein nitrogen units/milliliter (PNU/ml)
oder Noon units/milliliter (NU/ml) angegeben werden. Der Gehalt an Allergen kann
deutlich zwischen Allergenextrakten von unterschiedlichen Herstellern, aber auch
zwischen Losungen eines Herstellers variieren (HILLIER & DEBOER, 2001).

2.3. Sensitivitat und Spezifitat von Intradermal- und Serumallergietest

Die Sensitivitdt und Spezifitat von Intradermal- und Serumallergietest zu
bestimmen, ist aus verschiedenen Grunden schwierig. Wie bereits oben erwahnt,
kommen beim Intradermaltest sowohl falsch positive wie auch falsch negative
Ergebnisse vor. Der Intradermaltest ist also weder 100 % sensitiv, noch 100 %
spezifisch, eine genaue Angabe lasst sich jedoch nicht machen (HILLIER &
DEBOER, 2001). Die meisten Kalkulationen von Spezifitdt und Sensitivitat der
unterschiedlichen Serumallergietests basieren jedoch darauf, dass die Ergebnisse
des Intradermaltests als wahr angenommen werden. Die Angaben Uber Sensitivitat
und Spezifitat des Serumallergietests mussen deshalb kritisch betrachtet werden.
Ein weiteres Problem stellt eine mangelnde Standardisierung der Testverfahren dar
(DEBOER & HILLIER, 2001b). Unterschiedliche Studien zu Spezifitat und
Sensitivitdt lassen sich, auf Grund der sehr unterschiedlich verwendeten
Testverfahren und Allergenextrakte, kaum vergleichen und variieren deutlich
(HAMMERLING & DE WECK, 1998; WASSOM et al., 1998; DEBOER &
HILLIER, 2001b; FOSTER et al., 2003). Mueller et al. verglichen in ihrer Studie
die Ergebnisse eines monoklonalen ELISA-Serumtests mit den Ergebnissen des
IDT von 84 Hunden mit atopischer Dermatitis. Sie geben eine Gesamtsensitivitét
von 90,4 % und eine Gesamtspezifitat von 91,6 % fir den verwendeten ELISA an
(MUELLER et al., 1999). In einer Studie von Savik et al. (2003) wurde ein
polyklonaler ELISA-Test evaluiert. Dazu wurden die Ergebnisse von atopischen
Hunden, juckenden aber nicht-atopischen Hunden und gesunden Hunden
verglichen. Der ELISA zeigte in dieser Studie eine Spezifitat von 84,4 % und eine
Sensitivitat von 53,6 %. Zur Kalkulation wurden die positiven ELISA-Ergebnisse
in der Gruppe der gesunden Hunde, sowie in der Gruppe der juckenden,
nicht-atopischen Hunde als falsch positiv gewertet. Als falsch negativ wurde es
gewertet, wenn ein atopischer Hund keinerlei positive Reaktionen im Test gezeigt
hat. Die vergleichsweise niedrige Sensitivitat erklaren die Autoren mit dem
gewdhlten Cut-Off-Wert des ELISAs. Wird dieser héher gesetzt, steigt zwar die
Spezifitat, die Sensitivitat nimmt jedoch ab (SEVIK et al., 2003). Hier wird wieder
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die fehlende Standardisierung und damit Vergleichbarkeit der Studienergebnisse
deutlich. Selbst innerhalb eines Tests ergeben sich unterschiedliche Werte fur
Sensitivitdt und Spezifitat, je nach Allergengruppe (MUELLER et al., 1999;
SAVIK et al., 2003). In einer Studie von Foster et al. variiert beispielsweise die
Sensitivitat zwischen 19,3 % fur Dermatophagoides farinae (D. farinae) und
77,1 % fur Tyrophagus putrescentiae. Die Spezifitat variiert nicht ganz so sehr, mit
Werten zwischen 64,2 % (FIohe) und 99,3 % (Aspergillus spp. und Cladosporium
spp.) (FOSTER et al.,, 2003). Durch die Entwicklung eines auf dem
FceR1a-basierenden ELISA-Tests, konnte die Spezifitat des Serumallergietests
gesteigert werden (WASSOM et al., 1998).

Intradermal- und Serumallergietest messen, wie oben ausfihrlich beschrieben,
unterschiedliche Komponenten einer IgE-mediierten Immunantwort. Wéhrend der
Hauttest die IgE-abhéngige Mastzelldegranulation widerspiegelt, misst der
Serumallergietest zirkulierende IgE-Antikorper. Es ist also nicht verwunderlich,
dass die Ergebnisse der Tests bei vielen Patienten nur eine geringe Korrelation
(zwischen 43-64 %) aufweisen. AuBerdem werden in den beiden Testverfahren
Allergene aus unterschiedlichen Quellen verwendet (FOSTER et al., 2003). Die
haufigsten positiven Reaktionen im Intradermaltest zeigen Hunde flr die Allergene
D. farinae und D. pteronyssinus (STURE et al., 1995; SARIDOMICHELAKIS et
al., 1999; MUELLER et al., 2000; FOSTER et al., 2003; SAEVIK et al., 2003). Auch
beim Serumallergietest scheinen Milbenallergene sehr hdufig positive Reaktionen
zu produzieren (FOSTER et al., 2003; ROQUE et al., 2011).

2.4. Erfolg der Allergen-Immunotherapie in Abhangigkeit von
Intradermaltest und Serumallergietest
Beim Hund scheint der Erfolg der AIT allergen-spezifisch zu sein. Tiere, die mit
einer nicht-spezifischen Allergenldsung behandelt werden, zeigen ein deutlich
geringeres Ansprechen. Die richtige Auswahl der allergieauslésenden Allergene ist
deshalb sehr wichtig (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Diese konnen
entweder mit Hilfe des Intradermaltests oder des Serumallergietests ermittelt
werden. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, ist die Korrelation von
Intradermaltest und Serumallergietest haufig gering. Die Auswahl der Allergene fur
eine allergenspezifische Immunotherapie konnte also fir ein und denselben
Patienten, abhdngig vom gewahlten Testverfahren, sehr unterschiedlich ausfallen
(SAEVIK et al., 2003). Park et al. (2000) haben in ihrer Studie bei 27 atopischen
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Hunden eine allergenspezifische Immunotherapie durchgefiihrt. Bei 15 Hunden
wurden die Allergene auf Grundlage des IDT ausgewahlt, bei den restlichen zwolf
Hunden auf Grundlage des SAT. Nach neun Monaten zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede bei der Verbesserung der klinischen Symptome der AD
zwischen den beiden Gruppen. Zum selben Ergebnis kommt auch eine retrospektive
Auswertung am Teaching Hospital der University of Davis. Bei 266 Hunden konnte
auch hier kein Unterschied in den Erfolgsraten der Immunotherapie, abhangig von
Serum- oder Intradermaltest, festgestellt werden (ZUR et al., 2002). Das
Ansprechen auf die allergenspezifische Immunotherapie scheint also unabhéangig
von der gewahlten Testmethode zu sein. Die grofite Effizienz der AIT liel3e sich
vermutlich durch Zusammenstellung der Allergenlésung auf Grundlage beider
Testergebnisse erreichen (GRIFFIN & HILLIER, 2001; SCHNABL et al., 2006;
LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009).

2.5. Beeinflussung durch Medikamente

Wie Dbereits erwahnt, koénnen Pharmakotherapeutika die Ergebnisse von
Intradermaltest und Serumallergietest verfélschen. Der Intradermaltest scheint
hierdurch starker beeinflussbar zu sein als der Serumallergietest. Im Folgenden soll
auf ausgewahlte Medikamente n&her eingegangen werden. In Tabelle 3 wurden
Empfehlungen fiir die Absetzzeitpunkte h&ufiger eingesetzter Medikamente, vor

Durchfiihrung eines IDT oder SAT, zusammengefasst.

Orale Antihistaminika werden in der Praxis hdufig eingesetzt. Ihr Einfluss auf die
Messung von allergenspezifischen IgE-Antikdrpern im SAT ist nicht untersucht.
Auf Grund ihres Wirkmechanismus durften sie jedoch keinen Einfluss darauf
haben, weshalb ein Absetzen der Antihistaminika vor einem SAT nicht unbedingt
notwendig ist (OLIVRY & SARIDOMICHELAKIS, 2013). Anders stellt es sich
beim Intradermaltest dar, wo es mehrere Untersuchungen zum Einflusses von
oralen Antihistaminika gibt. Alle Studien konnten eine Verminderung der
Reaktionen im IDT feststellen. Funf bis sieben Tage nach Absetzen der
Antihistaminika, wurden wieder normale Reaktionen beobachtet (BARBET &
HALLIWELL, 1989; TEMIZEL et al., 2011). Olivry und Saridomichelakis (2013)
kommen zu dem Schluss, dass orale Antihistaminika idealerweise sieben Tage vor

Durchfiihrung eines IDT abgesetzt werden sollten.

Der Effekt von Glukokortikoiden auf die Ergebnisse der Allergietests ist abhéngig
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von Formulierung, Dosierung, Potenz und Dauer der Verabreichung (HILLIER &
DEBOER, 2001). Nicht selten werden atopische Patienten mit oralen
Glukokortikoiden, wie beispielsweise Prednisolon, behandelt. Studien kommen
beziglich ihres Effekts auf die Reaktionen des IDT zu unterschiedlichen
Ergebnissen. In einer Studie mit acht Flohspeichel-allergischen Beagles konnte
nach funf Wochen oraler Prednisolongabe kein suppressiver Effekt festgestellt
werden (CLARKE et al., 2003). Im Gegensatz dazu konnten Hickey et al. (1993)
eine signifikante Reduktion der IDT-Reaktionen, v.a. der Spatreaktionen, durch
Prednisolon beobachten. Es wird auf Grund der unterschiedlichen
Studienergebnisse empfohlen, orale Glukokortikoide 14 Tage vor einem
Intradermaltest abzusetzen (OLIVRY & SARIDOMICHELAKIS, 2013). Bei lang
wirksamen, injizierbaren Glukokortikoiden (z.B. Methylprednisolon Acetat) geht
man davon aus, dass sie die Ergebnisse deutlicher beeinflussen als orale
Glukokortikoide. Es gibt jedoch keine Studien, die einen optimalen
Absetzzeitpunkt fur Depot-Praparate ermittelt haben. Sie sollten aber mindesten 28
Tage vor einem IDT abgesetzt werden, um den Einfluss mdglichst gering zu halten
(CLARKE et al., 2000; OLIVRY & SARIDOMICHELAKIS, 2013). Der
Serumallergietest scheint durch orales Prednisolon (HICKEY et al., 1993) oder
topische  Glukokortikoide nicht beeinflusst zu werden (OLIVRY &
SARIDOMICHELAKIS, 2013). Uber den Einfluss von injizierbaren
Depot-Glukokortikoiden gibt es nur wenig Informationen. Laut einer Studie von
Clarke et al. (2000) konnte einen Monat nach der letzten Injektion keine Hemmung
der IgE-Titer mehr gemessen werden. Es wird davon ausgegangen, dass spatestens
28 Tage nach der Injektion eines Depot-Glukokortikoids Blut fur einen SAT
abgenommen werden kann (OLIVRY & SARIDOMICHELAKIS, 2013).

Laut mehreren Studien scheint Ciclosporin keinen Einfluss auf die Reaktionen im
Intradermal- oder Serumallergietest zu haben (CLARKE et al., 2003; GOLDMAN
etal., 2010). Wurde Ciclosporin nicht langer als zwei Monate gegeben, muss es vor
Durchfiihrung  der  Tests nicht abgesetzt werden (OLIVRY &
SARIDOMICHELAKIS, 2013). Bei einer langerfristigen Gabe von Uber zwei
Monaten existieren keine Daten beztiglich einer Testbeeinflussung.

In einer ersten Studie scheint eine kurzzeitige Therapie mit Oclacitinib (Apoquel®)
keinen Einfluss auf die Ergebnisse von Intradermal- und Serumallergietest zu haben

(ALOE et al., 2013). Zum Einfluss bei langerfristiger Gabe ist zum jetzigen
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Zeitpunkt nichts bekannt und es kann keine Empfehlung zum Absetzzeitpunkt

gegeben werden.

Neben den antiallergisch wirkenden Medikamenten kénnen auch Sedativa und
Anésthetika die Testresultate beeinflussen. Dazu zéhlen unter anderem Ketamin,
Diazepam, Acepromazin und Propofol. Sie sollten nicht fir eine Andasthesie
wéhrend eines Intradermaltests verwendet werden (HILLIER & DEBOER, 2001).

Tabelle 3: Absetzzeitpunkt haufig verwendeter Medikamente vor Testbeginn
(OLIVRY & SARIDOMICHELAKIS, 2013)

Medikament Optimaler Minimaler

Absetzzeitpunkt Absetzzeitpunkt

Intradermaltest
Antihistaminika 7 Tage 2 Tage
Kurz-wirksame, orale Glukokortikoide 14 Tage nicht bekannt

(Prednison, Prednisolon)
Injizierbare Depot-Glukokortikoide nicht bekannt 28 Tage
(Methylprednisolon Acetat)

Topische Glukokortikoide 14 Tage 0 Tage
(hoch potent) (niedrig potent)
Ciclosporin 0 Tage 0 Tage

Serumallergietest

Antihistaminika nicht bekannt 0 Tage
Kurz-wirksame orale Glukokortikoide 0 Tage 0 Tage

(Prednison, Prednisolon)

Injizierbare Depot-Glukokortikoide < 28 Tage nicht bekannt
(Methylprednisolon Acetat)
Ciclosporin 0 Tage 0 Tage

3. Proteinmicroarrays in der humanen Allergiediagnostik

Microarrays wurden in den 80er Jahren als eine Art ,,lab-on-chip* Plattform zur

Expressionsanalyse entwickelt und werden seit den 90ern vor allem in Form von
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DNA-Microarrays fur die Genotypisierung eingesetzt (TEMPLIN et al., 2002;
HARWANEGG & HILLER, 2005). Diese DNA-Biochips stellten sich als sehr
nltzliche Technologie im Feld der Genomics und Transcriptomics heraus. Man
stellte jedoch fest, dass die gewonnenen Informationen (ber die Genexpression
haufig nur wenig mit dem tatsachlichen Ausmalf? und Funktion der entsprechenden
Genprodukte korrelieren. Um zuverlassige Aussagen Uber die Proteinexpression
und —funktion auf zellularer Ebene gewinnen zu kénnen, tbertrug man das Konzept
des DNA-Biochips und entwickelte die ersten Proteinmicroarrays (HARWANEGG
& HILLER, 2005). Der Proteinmicroarray bietet die Mdglichkeit, die Interaktion
von Proteinen mit unterschiedlichen Reagenten, wie Antikdrpern, Nukleinsauren,
kleinen Molekulen, Peptiden oder anderen Proteinen, zu untersuchen (GUPTA et
al., 2016). Fur die Allergiediagnostik wird die Reaktion der auf dem Microarray
gespotteten Proteine mit den im Patientenserum enthaltenen Antikorpern

untersucht. Diese Technik soll im Folgenden naher beleuchtet werden.

3.1. Prinzip des Allergen-Microarrays

Der Microarray wird in der Regel auf einem Tragermaterial mit glatter Oberfléche,
wie beispielsweise einem Glas-Objekttrager oder einer Silikonscheibe,
durchgefihrt (HARWANEGG & HILLER, 2005). Die Proteine (gereinigte oder
rekombinant hergestellte Allergene) werden mittels eines automatisierten Prozesses
auf die Oberflache des Tragermaterials aufgebracht. Diesen Vorgang nennt man
»spotting®. Jedes Allergen wird dabei innerhalb eines punktférmigen Bereichs
(Spot) aufgetragen. Ein Testfeld kann mehrere Hundert dieser lediglich wenige
um (Mikrometer)-grof3en Spots mit unterschiedlichen Allergenen enthalten und ein
Objekttréger bis zu 12 einzelne Testfelder (siehe Abbildung 1) (HARWANEGG et
al., 2003). Um die Proteine in einer stabilen und biologisch aktiven Form auf dem
Tragermaterial befestigen zu konnen, muss dessen Oberflache in der Regel
modifiziert werden. Dies kann entweder durch chemische Modifikation oder durch
Aufbringen einer 3D-artigen Auflage (Nitrocellulose- oder Hydrogel-Strukturen)
erreicht werden (HARWANEGG & HILLER, 2005). Je nach verwendeter
Beschichtung, binden die Proteine Uber hydrophobe Wechselwirkungen oder
elektrostatische und kovalente Bindungen an die Trageroberfliche (ANGENENDT
et al., 2002). Im ersten Testschritt wird das Patientenserum mit den gespotteten
Allergenen inkubiert und die allergen-spezifischen IgE-Antikorper binden an die
jeweiligen Spots. Zur Detektion der gebundenen allergen-spezifischen
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IgE-Antikorper werden fluoreszenzmarkierte Anti-IgE-Antikdrper verwendet.
Mittels eines Microarray-Laserscanners wird die Fluoreszenz der einzelnen Spots
ausgelesen und mit Hilfe einer Software quantifiziert ( HARWANEGG et al., 2003).

A) B)

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Allergen-Microarrays
(HARWANEGG et al, 2003): A) Auf einem Tragermaterial (z.B.
Glasobjekttrager) sind separate Testfelder aufgebracht. B) Jedes Testfeld kann mit
mehreren Hundert verschiedenen Allergenen bestiickt werden, die in sogenannten
Spots (schwarz) auf das Testfeld aufgetragen sind. C) Die allergenspezifischen
Antikorper (lila) binden an die passenden Allergene und kénnen mit Hilfe von
fluoreszenzmarkierten Anti-Antikorpern (blau) detektiert werden

3.2. Anwendung in der Allergiediagnostik

Durch die Erforschung von Allergenen auf molekularer Ebene wurden die
bedeutendsten IgE-bindenden Proteinstrukturen (Epitope) identifiziert und kdnnen
heutzutage sogar rekombinant hergestellt werden (HARWANEGG & HILLER,
2005). Die Verwendung rekombinant hergestellter Epitope in der
Allergiediagnostik birgt deutliche Vorteile gegenuber den bisher verwendeten
Allergenextrakten. Da der Allergengehalt bei Extrakten stark variieren kann, ist
eine Standardisierung des Tests hdufig schwierig und kann durch die Verwendung
rekombinant hergestellter Molekile deutlich verbessert werden (JAHN-SCHMID
et al., 2003). Bei Extrakt-basierten Testmethoden kann lediglich die Allergiequelle
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bestimmt werden, jedoch nicht die krankheitsauslésenden Epitope (HILLER et al.,
2002; JAHN-SCHMID et al., 2003). Eine Unterscheidung von Patienten, welche
tatsachlich gegen mehrere unverwandte Allergenquellen sensibilisiert sind, und
Erkrankten, die eine Kreuzsensibilitat auf ein bestimmtes Allergen entwickelt
haben und deshalb bei Allergenen unterschiedlicher Quellen Kreuzreaktionen
zeigen, ist dabei nicht mdglich. Durch den Einsatz rekombinant hergestellter
Allergenmolekule kann auch die Therapie flr den Patienten verbessert werden, was
folgendes Beispiel verdeutlicht: Bet v 1 konnte als Hauptallergen der Birke (Betula
verucosa) identifiziert werden und etwa 95 % aller Birken-Allergiker bilden
Bet v 1-spezifische IgE-Antikorper aus. Viele andere Allergenguellen, wie z. B.
Karotte, Sellerie, Hasel oder Erle, enthalten Betv 1-&hnliche Epitope. Die
Sensibilisierung gegeniiber Birke kann also zu einer Kreuzsensibilisierung
gegenlber diesen Allergenen fuhren. Die Immunotherapie mit Betv 1-
standardisiertem Birkenpollenextrakt wird bei einem Patienten mit spezifischen
IgE-Antikorpern gegenuber Betv 1 also nicht nur zu einer Verbesserung der
Birkenpollenallergie, sondern auch zu einer Verbesserung der Kreuzreaktionen
fihren. Einem Patienten, der im Extrakt-basierten Allergietest zwar gegenuber
Birkenpollen reagiert, jedoch keine Betv 1-spezifischen IgE-Antikorper
produziert, ist eine Immunotherapie mit Birkenpollenextrakt nicht zu empfehlen.
Hier besteht sogar die Gefahr einer Sensibilisierung durch die Immunotherapie
(HARWANEGG et al., 2003). Mithilfe rekombinanter Allergene kénnen also
spezifische IgE-Antikdrper gegen die allergieauslosenden Molekile detektiert
werden. Damit lassen sich genaue Sensibilisierungsprofile fiir jeden Patienten
erstellen und es kann eine optimierte Immunotherapie entwickelt werden (OTT et
al., 2006). Dieser diagnostische Ansatz wird ,,component resolved diagnosis‘

(CDR) genannt.

Bei der Verwendung einzelner Allergenepitope in der Diagnostik stoRRen die bisher
verwendeten Testmethoden jedoch schnell an ihre Grenzen. Fir eine umfassende
Diagnose missen bei jeder Allergenguelle mehrere Epitope getestet werden. Die
Anzahl der zu testenden Komponenten Ubersteigt die Kapazitat der bisherigen
Allergietests (HARWANEGG & HILLER, 2005). Durch die Entwicklung des
Proteinmicroarrays konnte dieses Problem jedoch geldst werden. Wie in Abschnitt
3.1 bereits beschrieben, kénnen in einem Testfeld mehrere Hundert verschiedene

Proteine gespottet werden. Der Proteinmicroarray erlaubt so die parallele Analyse
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einer groBen Anzahl an Allergenen in einem Testschritt (DEINHOFER et al., 2004;
SHREFFLER, 2011).

Zudem wird fur den Microarray nur eine sehr geringe Menge an Serum zur
Durchfiihrung der Analyse benétigt. Wéhrend fiir die traditionellen in vitro
Testmethoden zwischen 10 und 100 ul (Mikroliter) Serum pro getestetem Allergen
erforderlich ist, werden fir den gesamten Proteinmicroarray lediglich 20-40 pnl
Serum benétigt (HILLER et al., 2002; DEINHOFER et al., 2004; SHREFFLER,
2011). Die geringe Menge an bendtigtem Probenmaterial macht die
Microarraytechnologie, unter anderem in der Pa&diatrie, zu einem wertvollen
diagnostischen Mittel (OTT et al., 2006).

Es wird jedoch nicht nur weniger Probenmaterial benétigt, auch die Menge an
verwendetem Allergen ist deutlich geringer. Wéhrend die bisherigen Testverfahren
mit einem Allergeniiberschuss arbeiten, ist die Allergenmenge beim Microarray
10 Millionen mal niedriger (LUPINEK et al., 2014). Zu Beginn wurde dies als
Nachteil des Systems gewertet, mittlerweile hat es sich aber als Vorzug
herausgestellt (DEINHOFER et al.,, 2004). Durch die limitierte Anzahl an
verfiigbaren Epitopen konkurrieren die allergenspezifischen IgE-Antikérper mit
anderen Antikdrperklassen um die Bindung an das Allergen. Dies spiegelt eher die
naturliche Situation im Korper wieder, da auch hier andere Ig-Isotypen, durch
Bindung an das Allergen oder sterische Hinderung, die IgE-Bindung herabsetzen
konnen (LUPINEK et al., 2014). Durch die Verwendung unterschiedlicher
Fluoreszenzmarkierungen und Detektionsantikérper ist es sogar moglich,
verschiedene Ig-Klassen im Patientenserum in einem Testschritt zu detektieren
(HILLER et al., 2002; HARWANEGG & HILLER, 2005). Die moglicherweise
protektive Rolle von Antikdrpern, welche mit IgE um die Bindung an das Allergen

konkurrieren, kann so untersucht werden (HILLER et al., 2002).

Wie bereits oben beschrieben, kann der Proteinmicroarray bei der Auswahl der
Patienten helfen, die von einer Immunotherapie profitieren wiirden
(HARWANEGG et al., 2003; HARWANEGG & HILLER, 2004). Durch die
simultane Detektion unterschiedlicher Antikorperklassen kann auch die Hoch- und
Runter-Regulierung von IgE und IgG wahrend einer allergenspezifischen
Immunotherapie dargestellt und so der Therapieerfolg tberpruft werden. Aber auch

maogliche Nebenwirkungen einer Immunotherapie, wie beispielsweise eine neu
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auftretende Sensibilisierung, kdnnen mithilfe des Proteinmicroarrays schnell und
minimalinvasiv festgestellt werden (HARWANEGG & HILLER, 2005).

3.3. Schwierigkeiten des Allergen-Microarrays

Neben den vielen Vorteilen birgt der Proteinmicroarray auf Grund der komplexen
und noch jungen Technologie auch Schwierigkeiten. Ein besonders Kritischer
Aspekt im Herstellungsprozess des Allergen-Microarrays ist die Immobilisation der
Proteine auf der Trégeroberflache. Die Qualitat der Testergebnisse wird davon
mafgeblich beeinflusst (HARWANEGG & HILLER, 2004; GUPTA et al., 2016).
Die verschiedenen Proteine sind physikalisch und strukturell gesehen sehr
heterogene Molekule und es ist deshalb nicht moglich, eine einheitliche, adhasive
Beschichtung zur Immobilisation auf dem Trégermaterial zu konzipieren
(ANGENENDT et al., 2002; HARWANEGG & HILLER, 2004). Zudem neigen
Proteine bei Immobilisation sehr schnell zur Denaturierung und somit zum
Funktionsverlust, weswegen ein nicht-denaturierendes Umfeld geschaffen werden
muss. Da der Microarray zum Hoch-Durchsatz-Screening entwickelt wurde, muss
die Auflage zudem schnell und preisgunstig in gleichbleibender Qualitat hergestellt
werden kénnen und einfach in der Handhabung sein. Damit eine Verfélschung der
Ergebnisse ausgeschlossen werden kann, darf die Oberflachenbeschichtung
auflerdem keine oder nur geringe Autofloreszenz aufweisen (ANGENENDT et al.,
2002). Neben der Beschichtung muss auch die Qualitat der verwendeten Proteine
streng kontrolliert werden. Wie oben bereits erwahnt, sollten fiir die Herstellung
des Allergen-Microarrays bevorzugt rekombinant hergestellte oder hoch
aufgereinigte, nattrliche Komponenten verwendet werden. Man weil3 jedoch, dass
rekombinante Allergene stark von ihren natlrlich vorkommenden Pendants
abweichen koénnen, da durch die fehlende post-translationale Modifikation der
Proteine die Komplexitat der Epitope reduziert sein kann. Eine Kombination aus
rekombinant hergestellten Proteinen und ausgewéhlten Allergenextrakten konnte
dieses Problem l6sen (HARWANEGG & HILLER, 2004).

Die hohe Empfindlichkeit des Testsystems macht zudem die Handhabung des
Microarrays nicht ganz einfach. So konnen beispielsweise Briiche des
Glasobjekttragers zur Bildung von Fluoreszenzartefakten beim Auslesen fihren.
Auch Staubpartikel auf der Oberflache oder Austrocknung der Beschichtung
kdnnen zu einem artifiziellen Anstieg des Signals fuhren. Bei der Auswertung sind

solche Artefakte vom Untersucher kaum zu identifizieren und kodnnen so zu
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falschen Ergebnissen fiihren (DEINHOFER et al., 2004). Die Auswertung des
durch den Laserscanner erstellten Bildes erfolgt in der Regel mittels einer
Software-basierten Bildanalyse. Die Software bewertet die Intensitat der
Fluoreszenz, doch auch hier kénnen Fehlerquellen liegen. Das Programm arbeitet
mit einem vordefinierten Raster fur die abzulesenden Spots. Durch die
Spotting-Technik kann es aber zu Abweichungen der Spot-Positionen bei den
einzelnen Testfeldern kommen. Wenn ein Spot von der vorgegebenen Position
abweicht und nicht exakt im Raster liegt, wird die Fluoreszenz durch die Software
nicht korrekt abgelesen. Auch die bereits erwahnten Artefakte kdnnen von der
Software nicht bewertet werden und fuhren zu falschen Ergebnissen. Aus diesem
Grund muss jede Auswertung von einem erfahrenen Untersucher visuell auf
Softwarefehler kontrolliert werden (HARWANEGG & HILLER, 2004; GUPTA et
al., 2016).

3.4. Sensitivitat und Spezifitat

Um die Sensitivitdt und Spezifitat des Allergen-Microarrays zu beurteilen, haben
Jahn-Schmid et al. (2003) den Proteinmicroarray mit traditionellen in vitro
IgE-Testverfahren verglichen. Hierzu wurde IgE gegen Gras- und Baumpollen aus
dem Serum atopischer Patienten mittels eines ELISAs und eines CAP/RAST
(Carrier-Polymer-System/Radio-Allergo-Sorbent-Test) -Systems bestimmt.
Zusétzlich wurde ein Microarray durchgefuhrt und die Ergebnisse verglichen. Der
Microarray weist in dieser Studie die gleiche Sensitivitdt wie der ELISA auf, das
CAP/RAST-System ist im Vergleich weniger sensitiv. Die Spezifitat des
Microarrays ist vergleichbar mit den beiden herkdémmlichen Testverfahren. Um
auch die Reproduzierbarkeit des Allergen-Microarrays zu evaluieren, wurde eine
Serientestung durchgefuhrt und die allergenspezifischen IgE-Antikorper von sechs
Patienten jeweils auf 20 Microarray-Feldern bestimmt. Der Variationskoeffizient
lag, je nach Allergen, zwischen 25-47 %. Diese Varianz ist vermutlich groftenteils
durch Schwierigkeiten in der Herstellung des Microarrays, wie sie in Abschnitt 3.3
beschrieben werden, bedingt (JAHN-SCHMID et al., 2003). Zu &hnlichen
Ergebnissen kamen auch andere Studien (KIM et al., 2002; DEINHOFER et al.,
2004). Sensitivitat und Spezifitat scheinen vergleichbar mit den bisherigen

Testmethoden zu sein.
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3.5. Allergen-Microarray in der Tiermedizin

Bisher wird der Proteinmicroarray lediglich in der Humanmedizin zur
Allergiediagnostik verwendet und kommerziell angeboten. Dort stellt diese
Testmethode derzeit die umfassendste und genaueste Methode zur
allergenspezifischen IgE-Messung dar. Mit keiner anderen Testmethode kann auf
so viele unterschiedliche Allergene getestet werden und der Ansatz der ,,component
resolved diagnosis® so umfassend umgesetzt werden (MARI et al., 2011). Auch in
der Tiermedizin konnte der Allergen-Microarray ein sehr nitzliches Instrument zur
allergenspezifischen IgE-Bestimmung und Allergiediagnostik sein. Marti et al.
(2015) haben versucht das System des Proteinmicroarrays flr die Diagnose der
Insektenstich-Hypersensitivitat (insect bite hypersensitivity = IBH) beim Pferd zu
ubertragen. Dazu wurde Serum von 133 Pferden genommen. Davon waren 63
Pferde gesunde Kontrolltiere, 35 Pferde mit Kklinisch diagnostizierter
Insektenstichhypersensitivitat, sechs Tiere mit rezidivierender
Atemwegsobstruktion und 29 Tiere mit wiederkehrender Urtikaria. Bei allen Tieren
wurde ein Proteinmicroarray mit 360 verschiedenen Extrakten und reinen Proteinen
durchgefuhrt,  darunter auch  verschiedene rekombinant hergestellte
Cullicoides-Allergene und -Extrakte. Die Daten wurden mit einer komplexen
mathematischen Analysesoftware ausgewertet und die IBH-erkrankten Tiere
konnten von der gesunden Kontrollgruppe sehr sicher unterschieden werden. Damit
wurde gezeigt, dass sich der Allergen-Microarray zur Allergiediagnose bei Pferden
eignet (MARTI et al., 2015). Wie bereits erwahnt, wird der Allergen-Microarray
noch nicht kommerziell in der Tiermedizin angeboten und verwendet. Nach Wissen
der Autorin existieren bisher keine Studien zur Anwendung eines

Allergen-Microarrays beim Hund.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Studiendesign

Die Studie wurde als Fall-Kohorten Studie durchgefihrt.

2. Patienten

Es wurden insgesamt 48 Hunde in die Studie eingeschlossen. Alle Hunde stammen
aus Privatbesitz und aus dem Patientenstamm der Medizinischen Kleintierklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Minchen.

2.1. Einschlusskriterien

Um in die Studie eingeschlossen werden zu kdnnen, musste bei den Hunden eine
atopische Dermatitis vorliegen. Zur Diagnose der AD wurde bei jedem der
Patienten eine ausflihrliche Anamnese und klinische Untersuchung durchgefiihrt.
Zum Ausschluss einer Flohspeichelallergie als Ursache, wurde den Patienten eine
regelmalige Flohprophylaxe verschrieben und bei Verdacht auf andere
Ektoparasiten ein Hautgeschabsel durchgefiihrt und/oder geeignete Ektoparasitika
angewendet. Hautinfektionen verursacht durch Hefepilze oder Bakterien wurden
mittels Abklatschzytologie als Ursache der Juckreizsymptome ausgeschlossen. Um
die Beteiligung einer moglichen Futtermittelallergie zu evaluieren, fuhrten die
Besitzer bei den Hunden eine sechs- bis achtwdchige Eliminationsdiat mit

anschlieBender Futterprovokation durch.

Um die Ergebnisse des Intradermaltests und Allergen-Microarrays nicht zu
beeinflussen, durften die Hunde mindestens vier Wochen vor Durchfiihrung des
Intradermaltests und der Blutabnahme fir den Microarray keine oralen oder
injizierbaren Glukokortikoide sowie Ciclosporin erhalten. Orale Antihistaminika
und topische Glukokortikoide mussten die Besitzer mindestens zwei Wochen vor
dem Test absetzen. Auch Apoquel® durfte den Hunden zwei Wochen vorher nicht

mehr verabreicht werden.

2.2. Ausschlusskriterien

Alle Tiere wurden vor Durchfihrung des Intradermaltests klinisch untersucht.
Wurden gesundheitliche Einschrdnkungen festgestellt, die gegen eine Sedation
sprechen, fiihrte dies zum Ausschluss von der Studie.
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Wiesen die Hunde im Testfeld des Intradermaltests (seitliche Thoraxwand)
Hautlasionen, wie Ro6tung, Schwellung, Papeln oder Pusteln auf, konnte der
Intradermaltest nicht durchgefiihrt werden, da dadurch die Beurteilung der

Testreaktionen hatten verfalscht werden kénnten.

3. Studiendurchfihrung

Die Studie wurde von der zustandigen Ethikkommission unter der Nummer: 48-18-
05-2015 genehmigt. Bei jedem der eingeschlossenen Hunde wurde ein
Intradermaltest durchgefiihrt und zudem eine Serumprobe flr die Durchfiihrung
eines Allergen-Microarrays entnommen. Vorher wurde bei allen Patienten eine
ausfihrliche klinische und dermatologische Untersuchung durchgefiihrt. Die
Besitzer der Hunde flllten einen detaillierten Fragebogen zur Klinik der Hunde aus
(siehe Anhang 3). Die aktuelle Juckreizintensitat wurde anhand einer vorgegebenen
Skala (Anhang 4) von den Besitzern eingeschatzt und in den Fragebogen
eingetragen. Zudem wurde die Auspragung des Juckreizes Uber das Jahr gesehen
abgefragt und vom Besitzer in eine Tabelle eingetragen. Die Besitzer machten im
Fragebogen zudem ausfuhrliche Angaben zur Haltung ihres Hundes, wie
beispielsweise Lebensraum oder Bodenbelag im Haus.

3.1 Sedation

Da fir die Durchfiihrung des Intradermaltests eine Sedation notwendig ist, wurde
den Patienten ein peripherer Venenverweilkatheter gelegt. Dieser wurde entweder
in die Vena (V.) cephalica oder die V. saphena lateralis eingelegt. Die Sedation
erfolgte mit dem Medikament Medetomidinhydrochlorid (Sedator® 1mg/ml;
Eurovet Animal Health B.V., Bladel, Niederlande) in einer Dosierung von 3-5
Mg/kg i.v. (intravends). Nach Abschluss des Tests wurde die Sedation, wenn
notwendig, mit Atipamezolhydrochlorid (Atipam® 5 mg/ml; Eurovet Animal

Health B.V., Bladel, Niederlande) i.m. (intramuskuldr) antagonisiert.

3.2. Blutprobenentnahme

Vor Verabreichung der Sedation wurde jedem Patienten tiber den zuvor eingelegten
Venenzugang ca. 10 ml Blut fir den Microarray entnommen. Das Blut wurde
frihestens 20 Minuten (min) nach Entnahme bei 4000 Umdrehungen/min fur funf
Minuten zentrifugiert (Zentrifuge Universal 320 R; Andreas Hettich GmbH &

Co.KG, Tuttlingen, Deutschland). Danach wurde das Serum abpipettiert und bis zur
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weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3. Intradermaltest

Wie bereits beschrieben, wurden die Tiere zur Durchfiihrung des Intradermaltests
sediert, um eine exakte intradermale Injektion ohne Abwehrbewegungen des Tieres
zu gewdbhrleisten. Nach Eintritt des sedativen Effekts wurde an der seitlichen
Thoraxwand ein ausreichend grof3es Testfeld (ca. 20 x 10 cm) rasiert. Auf der
rasierten Hautflache wurden die Injektionsstellen der unterschiedlichen Allergene
mit Punkten markiert, um diese bei der Beurteilung spéater besser nachvollziehen zu
konnen. Es wurde jeweils tber und unter jedem Punkt ein Allergen injiziert
(Abbildung 2). Insgesamt wurden 42 Testallergene (siehe Tabelle 5) intradermal
injiziert. Verwendet wurden die Allergenextrakte des Artuvetrin® Skin Tests der
Firma Artu Biologicals Europe B.V. (Lelystad, Niederlande). Die Konzentrationen

der Testlosungen kdnnen der Tabelle 4 entnommen werden.

Tabelle 4: Konzentration der im Intradermaltest verwendeten Artuvetrin®
Testlésungen

Allergengruppe Konzentration in Noon Units (NU)/ml bzw. ug/ml
Pollen 1000 NU/mi

Milben 100 NU/ml

Epithel 100 pg/ml

Schafwolle 10 pg/ml

Pilze 100 ug/ml

Insekten 100 NU/ml

Mosquito 1000 NU/ml

Stubenfliege

10 NU/ml
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Positivkontrolle
Negativkontrolle !

Negativkontrolle'

Positivkontrolle

Abbildung 2: Intradermaltest beim Hund. An der seitlichen Brustwand wird ein
ca. 20x10 cm groRes Testfeld rasiert. Uber und unter jedem Punkt wird ein Allergen
injiziert. An erster und letzter Position werden jeweils die Negativ- und
Positivkontrolle injiziert. Die Reaktionen der Allergene werden anhand ihres
Durchmessers, Rotung und Konsistenz mit Werten von 0 (entspricht der
Negativkontrolle) bis 4 (entspricht der Positivkontrolle) beurteilt.

Das Artuvetrin® Skin Test-Set enthdlt auBerdem eine Negativkontrolle
(Verdunnungsmittel der Allergenlésungen = phosphatgepufferte Kochsalzlésung
mit 0,47 %igem Phenol) und Positivkontrolle (Histamin). Diese wurden jeweils vor
dem ersten und nach dem letzten Allergen intradermal injiziert. Die Injektion
erfolgte mittels einer Insulinspritze (Omnican® 20; B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland). Injiziert wurde jeweils ein Volumen von etwa 0,1 ml.
Nach 15 Minuten wurde der Test das erste Mal und nach 25 Minuten ein zweites
Mal abgelesen. Die Beurteilung der Testreaktionen erfolgte nach einem subjektiven
Verfahren (siehe Abschnitt 11.2.2) durch einen erfahrenen Dermatologen
(HUBBARD & WHITE, 2011). Nach dem Ablesen wurde die Sedation, wenn
notwendig, antagonisiert.
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Tabelle 5: Im Intradermaltest verwendete Allergenextrakte

Gruppe

Allergenextrakt

Epithelien

Epithelmix Il (Ente, Gans, Huhn)
Schafwolle

Milben

Acarus siro (Getreidemilbe)

Dermatophagoides farinae (Hausstaubmilbe)
Dermatophagoides pteronyssinus (Hausstaubmilbe)
Lepidoglyphus destructor (Heumilbe)

Tyrophagus putrescentiae (Modermilbe)

Insekten

Aedes communis (Mosquito)
Culex (Stechmiicke)

Cullicoides spp. (Gnitzen)

Musca domestica (Stubenfliege)
Periplanata Americana (Kakerlake)

Pollen von Feldfriichten

Brassica napus (Raps)

Krauterpollen

Ambrosia elatior (Ambrosie)
Artemisia vulgaris (BeifuR)
Chenopodium album (weiBer GénsefuR)

Krauterpollenmix (Beiful3, Brennnessel, Léwenzahn,
Spitzwegerich)

Parietaria officinalis (Glaskraut)
Plantago laceolata (Spitzwegerich)
Rumex acetosella (kleiner Sauerampfer)
Solidago virgaurea (echte Goldrute)

Baumpollen

Baumpollenmix | (Birke, Erle, Hasel)
Baumpollenmix Il (Stieleiche, Buche, Ulme)
Corylus avellana (Hasel)

Fagus sylvatica (Buche)

Populus alba (Silberpappel)

Gréserpollen

Agropyron repens (gemeine Quecke)
Agrostis gigantea (weiRes Strau3gras)
Alopecurus pratensis (Wiesenfuchsschwanz)
Cynodon dactylon (Hundszahngras)
Dactylis glomerata (Knduelgras)

Holcus lanatus (wolliges Honiggras)
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Lolium perenne (Weidelgras)
Poa pratensis (Wiesenrispengras)

Schimmelpilze Alternaria alternata
Aspergillus fumigatus
Cladosporium herbarum

3.4. Microarray

Die von den atopischen Hunden gewonnenen Serumproben wurden nach England
an die School of Biosciences der Universitat Nottingham gebracht. Dort wurde ein
Allergen-Microarray durchgefihrt.

Fur den Allergen-Microarray wurden 185 verschiedene gereinigte Proteine und
Extrakte (siehe Anhang 5) auf einem FAST® Objekttrager (Whatman Schleicher &
Schuell, Dassal, Deutschland) mit 16 Testfeldern gespottet (Abbildung 3). Die
Oberflache der Objekttrager ist mit einem Nitrocellulose-Polymer beschichtet,

welches die Proteine nicht-kovalent und irreversibel bindet.

Bevor der Array mit dem Serum inkubiert werden kann, muss der Objekttrager mit
dreiprozentigem bovinen Serumalbumin (BSA) in phosphatgepufferter Salzldsung
(Phosphate buffered saline = PBS) gesattigt werden. Dadurch werden unspezifische
Bindungen und Interaktionen der Antikdrper verhindert und das Signal-Stor-
Verhéltnis verbessert. Dazu wurde der Objekttrager in einen Corning®5
Objekttragerbehalter (Produkt # 40082; Corning Incorporated, Corning, New York,
USA) eingesetzt und der Behélter mit ca. 25 ml dreiprozentigem BSA ohne
Luftblasenbildung aufgefullt. Der Behalter wurde mit Parafilm® (Pechiney Plastic
Packaging, Chicago, lllinois, USA) versiegelt und mit Alufolie vor
Lichteinstrahlung geschiitzt. Danach wurde der Behélter fur drei Stunden bei 37°C
unter Rotation in einem Mini-Hybridisierungsofen inkubiert. Im Anschluss wurden
die Objekttrager drei Mal fur jeweils zwei Minuten mit PBS plus Tween® 20 (Croda
International Plc., Snaith, Vereinigtes Konigreich) und finf Mal fir jeweils eine
Minute mit MilliQ-Wasser (= ,,ultrareines* Wasser mit einer MilliQ®-Filteranlage
hergestellt; Merck Millipore KGaA, Billerica, Massachusetts, USA) gewaschen.
Zuletzt wurde der Objekttrager zur Trocknung bei 1000 Umdrehungen/min (MSE
Mistral 3000i; MSE, London, Vereinigtes Konigreich) fir zehn Minuten
zentrifugiert. Nach dem Trocknen wurde ein ProPlate® Objekttragermodul (Grace
Bio-Labs, Bend, Oregon, USA) aufgesetzt (Abbildung 4), welches die Testfelder
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gegeneinander abdichtet und Kammern bildet, in welche die Testlésungen pipettiert
werden. Jedes Testfeld wurde zuerst mit 150 ul von 0,2%igem PBST (= PBS +
Tween® 20) pro Vertiefung befeuchtet. Danach wurden die Serumproben der
Patienten mit 2%igem BSA in 0,2%igem PBST auf 30 Prozent verdinnt. Nach
Entfernung des PBST aus den Vertiefungen wurden von jedem Patienten jeweils
100 pl verdinntes Serum in ein Testfeld pipettiert. Ein Testfeld wurde als
Negativkontrolle lediglich mit der Verdinnungslésung ohne Serum bestiickt. Im
Anschluss wurde das ProPlate® Objekttragermodul mit dem ProPlate® Slide
Module Seal Strip (Grace Bio-Labs, Bend, USA) versiegelt und fir zwei Stunden
bei 37°C im ThermoHybaid HyPro20 (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA) mit dem Programm AVS 3 (automatic vibration system
program 3) inkubiert. Im néachsten Schritt wurde die Platte mit dem Modul
dreimalig auf dem BioTek ELx50 Plate Washer (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA) mit PBST (0,05 %) gewaschen. Als sekundare
Antikorper wurden Biotin-markierte Maus Anti-Hund IgEs (LS-C57551, Biotin;
LSBio LifeSpan Biosciences, Inc., Seattle, Washington, USA) verwendet und
1:200 mit BSA (1 %) in PBST (0,2 %) verdiinnt. In jede Vertiefung wurden 100 pl
der verdiinnten sekundaren Antikorper pipettiert und im ThermoHybaid (AVS3)
bei 37°C fur eine Stunde inkubiert. Danach folgten drei Waschschritte mit PBST
(0,05%) im BioTek Plate Washer. Als Marker wurde der an Streptavidin
gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff Streptavidin Cy5® (PA45001; GE Healthcare,
Little Chalfont, Vereintes Konigreich) verwendet. Das Streptavidin bindet an das
am sekundaren Antikorper gebundene Biotin und markiert damit die Antikorper.
Streptavidin Cy5® wurde zunachst 1:1000 mit BSA (1 %) in PBST (0,2 %)
verdunnt und danach jeweils 100 ul der Losung in jedes Testfeld pipettiert. Nach
einer Inkubation von 30 Minuten bei 37°C im ThermoHybaid (AVS 3) folgten drei
letzte Waschschritte mit PBST (0,05 %) im BioTek Plate Washer. Nach dem
Abnehmen des ProPlate® Objekttragermoduls wurde die Microarray-Platte in ein
Objekttragermagazin gelegt und zur Trocknung bei 1000 Umdrehungen/min fir 10
Minuten zentrifugiert (MSE Mistral 3000i; MSE, London, Vereintes Konigreich).
Zum Auslesen der Fluoreszenz wurde die Microarray-Platte mit einem
Microarray-Scanner (GenePix 4000B; Molecular Devices, Sunnyvale, Kalifornien,
USA) gescannt. Als Einstellungen fir die PMT (=photomultiplier tube,

Photoelektronenvervielfacher; Elektronenréhre zur Verstarkung schwacher
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Lichtsignale) wurden 440 (645 Nanometer = nm) und 310 (310 nm) gewaéhlt. Die

Auswertung und Prozessierung der abgelesenen Fluoreszenz erfolgte mit Hilfe der

GenePix Pro Software v6.0.1.27 (Molecular Devices, Sunnyvale, Kalifornien,
USA). Abbildung 5 zeigt einen Ausschnitt des dadurch entstehenden Bildes.

-

Abbildung 3: Microarray-Platte mit 16 Testfeldern

Abbildung 4: Microarray-Platte mit aufgesetztem ProPlate® Objekttragermodul:
In die Vertiefungen werden die Serumproben und Reaktionsldsungen einpipettiert

Abbildung 5: Ausschnitt des durch den Fluoreszenzscanner erstellten Bildes der
Allergen-Microarray-Testplatte
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4. Statistik

Die gesammelten Daten wurden zur besseren statistischen Auswertung wie folgt
aufgearbeitet: Im Fragebogen haben die Besitzer die Juckreizintensitat ihres
Hundes fir jeden Monat eingeschéatzt und mit den Kategorien kein Juckreiz (0),
leichter Juckreiz (1), mittelschwerer Juckreiz (2) und schwerer Juckreiz (3)
bewertet. Zur Gruppierung der Klinik wurde in den Zeitspannen Frihjahr (Februar,
Marz, April), Sommer (Mai, Juni, Juli, August), Herbst (September, Oktober,
November) und Winter (Dezember, Januar) jeweils der maximale Monatswert einer
Saison bestimmt und den Hunden so eine jahreszeitabhangige Juckreizintensitét

zugewiesen.

Zur Auswertung wurden die im Microarray und Intradermaltest verwendeten
Allergene in folgende sechs Gruppen eingeteilt: Milben, Schimmelpilze,
Epithelien, Krauterpollen, Baumpollen und Graserpollen. Zudem wurde zwischen
ganzjahrigen und saisonalen Allergenen unterschieden. Tabelle 6 zeigt die
Einteilung der in die Statistik einbezogenen Allergene des Intradermaltests. In jeder
Gruppe wurde die maximale Testreaktion des Patienten bestimmt und dieser Wert
als Gesamtwert fur die Allergengruppe verwendet.

Die im Intradermaltest verwendeten Allergene der Gruppe Insekten (Mosquito,
Stechmiicke Gnitzen, Stubenfliege, Kakerlake) wurde in die statistische
Auswertung nicht mit einbezogen, da sie nicht als Aeroallergen fungieren, bzw. die

Kakerlake in den meisten deutschen Haushalten nicht vorhanden sind.

Um eine Beziehung der Reaktionen von Intradermaltest und Microarray zu
uberprifen, wurden die Testergebnisse der Allergene, die in beiden Testmethoden
getestet wurden, verglichen. Dazu wurde die Korrelation nach Kendall und
Spearman Uberpruft. Bei einem Wert von 1 beziehungsweise -1 liegt eine maximale
Korrelation vor, 0 bedeutet keine Korrelation der verglichenen Werte. Als relevante

Korrelation wurde ein Wert > 0,8 beziehungsweise < -0,8 angesehen.

Zur Evaluierung der Ergebnisse des Intradermaltests wurde die Ubereinstimmung
der Testreaktionen mit der Klink der Studienteilnehmer untersucht. Zur
Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Fisher’s Exact Test verwendet.

Ein P-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Die statistische Untersuchung der Daten erfolgte mithilfe der statistischen
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Programmiersprache R und der dafur entwickelten Software RStudio Version 3.3.1
(RStudio, Inc.; Boston, Massachusetts, USA), sowie der Software GraphPad
Prism® 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

Tabelle 6: Die in die Statistik einbezogenen Intradermaltest-Allergene und
deren Gruppeneinteilung

Dermatophagoides farinae,
. Dermatophagoides pteronyssinus,
Milben Tyrophagus putrescentiae,
Lepidoglyphus destructor,
Acarus siro

Ganzjahrige Allergene .
Epithelien Schaf, Ente, Gans, Huhn

Schimmelpilze Aspergillus fumigatus

Buche, Hasel, Pappel, Raps, Birke, Erle, Stieleiche,
Ulme, Quecke, Weidelgras, weiRer Ganseful,
Beiful3, Goldrute, Knauelgras, weilles Strau3gras,
Wiesenrispengras, Wiesenfuchsschwanz,
Hundszahngras, Ambrosie, Sauerampfer,
Honiggras, Spitzwegerich, Glaskraut, Raps,
Brennnessel, Loéwenzahn, Alternaria alternata,
Cladosporium herbarum

Saisonale Allergene
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V. ERGEBNISSE

1. Patienten

Insgesamt wurden 48 Hunde in die Studie eingeschlossen, bei denen ein
Intradermaltest durchgefuhrt und Blut fir den Microarray abgenommen wurde.

Alle Besitzer fullten den Fragebogen zur Anamnese und Klinik ihres Hundes aus.

1.1. Geschlechtsverteilung
An der Studie nahmen 20 weibliche Tiere (41,7 %) und 28 mannliche Tiere
(58,3 %) teil. Zwolf Hundinnen waren Kastriert, acht waren intakt. Von den

mannlichen Tieren waren zwolf intakt und 16 kastriert.

1.2. Alter
Das Alter der teilnehmenden Hunde lag zwischen einem Jahr und elf Jahren. Das
durchschnittliche Alter lag bei 4,6 Jahren, das mediane Alter bei 3,75 Jahren.

1.3. Rasseverteilung
An der Studie nahmen Hunde unterschiedlicher Rassen teil. Die Verteilung ist

Tabelle 7 zu entnehmen

1.4, Gesundheitsstatus

85,4 % der Hunde in der Studie waren, abgesehen von der Allergie, gesund. Sieben
der insgesamt 48 Patienten, also 14,6 %, litten neben der Allergie noch an einer
anderen Erkrankung. Folgende Erkrankungen wurden von den Besitzern
angegeben: Hypothyreose, solitdrer Mastzelltumor, Epilepsie, Augenleiden, IBD
(inflammatory bowel disease), Wirbelverdnderungen und Herzerkrankung.

1.5. Futtermittelallergie

Bei 33,3% der Studienteilnehmer wurde durch eine Eliminationsdidt eine
Futtermittelallergie diagnostiziert, die fir einen Teil der Symptome oder fur die
gesamten Verdnderungen verantwortlich war. Bei Uber der Halfte (64,6 %) der
Patienten waren die allergischen Symptome ausschlieBlich durch eine
Umweltallergie bedingt. Bei einem Hund (2,1 %) konnte eine Futtermittelallergie

nicht abschlieRend ausgeschlossen werden.
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Tabelle 7: Anzahl der teilnehmenden Hunderassen

Rasse Anzahl der Tiere
Mischling 11
Labrador Retriever 6
Franzosische Bulldogge 5
Boxer 4
Golden Retriever 2
Jack Russel Terrier 2
Mops 2
Altdeutscher Hiitehund 1
Australian Shepherd 1
Berner Sennenhund 1
Dobermann 1
Englische Bulldogge 1
English Setter 1
Eurasier 1
Goldendoodle 1
Havaneser 1
Parson Russel Terrier 1
Rhodesian Ridgeback 1
Shiba Inu 1
Toy-Pudel 1
Welsh Terrier 1
West Highland White Terrier 1
Yorkshire Terrier 1
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2. Allergen-Microarray

2.1. Allergenabhéangige Reaktionen
In Tabelle 8 sind die prozentualen Anteile der Reaktionen > 0 FAU (= fluorescence

arbitrary units) einiger ausgewahlter Allergene im Allergen-Microarray aufgelistet.

Tabelle 8: Prozentualer Anteil der Reaktionen > 0 FAU (= fluorescence
arbitrary units) ausgewahlter Allergene im Allergen-Microarray

Allergen Anteil der Reaktionen > 0 FAU in %
Epithelien

Schafwolle 37,5
Schimmelpilze

Aspergillus 87,5
Alternaria 95,8
Cladosporium 93,8
Milben

Acarus siro 93,8
Tyrophagus putrescentiae 25,0
Lepidoglyphus destructor 33,3,
Dermatophagoides farinae 47,9
Dermatophagoides pteronyssinus 31,3
Baumpollen

Silberpappel 56,3
Amerikanische Buche 58,3
gemeine Hasel 25,0
Graserpollen

Knduelgras 64,6
Weidelgras 39,6
Wiesenrispengras 100
Hundszahngras 52,1
wolliges Honiggras 68,8
weiles StrauRgras 354
Kréauterpollen

Ambrosie 417
Spitzwegerich 70,8
Glaskraut 93,8
Beiful 60,4
weiler Génsefuld 83,3

kleiner Sauerampfer 64,6
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2.2. Beziehung von Microarray- und Intradermaltest-Reaktionen

Um eine Beziehung der Reaktionen im Intradermaltest und Allergen-Microarray zu
evaluieren, wurden die Ergebnisse aller Allergene verglichen, die sowohl im IDT
als auch im Microarray verwendet wurden (n =24; Buche, Hasel, Pappel, D.
farinae, D. pteronyssinus, Tyrophagus putrescentiae, Lepidoglyphus destructor,
Acarus siro, Ambrosie, Spitzwegerich, Beifu3, Wiesenrispengras, Hundszahngras,
Glaskraut, Weidelgras, weilBer GénsefuR, Knduelgras, weilles Straufigras,
Sauerampfer, wolliges Honiggras, Schafepithel, Aspergillus fumigatus,
Cladosporium herbarum, Alternaria alternata). In Abbildung 6 sind beispielhaft
die Testreaktionen der Allergene Spitzwegerich, Dermatophagoides farinae,
Aspergillus fumigatus und Buche dargestellt. Jeder Punkt steht fiir die Reaktion
eines Patienten im Intradermaltest und Allergen-Microarray. Es konnte keine
Korrelation zwischen den Testreaktionen von Allergen-Microarray und
Intradermaltest festgestellt werden. So zeigen Patienten, die im Intradermaltest
nicht auf das Allergen reagiert haben, teilweise sehr hohe Werte im Microarray und
Tiere mit hohen Intradermaltest-Reaktionen haufig keine oder geringe Reaktionen
im Protein-Microarray. Auch die Korrelationsberechnungen nach Kendall bzw.
Spearman ergaben keine Korrelation zwischen den Testergebnissen. In Tabelle 9
sind die berechneten Korrelationskoeffizienten beispielhaft fur D. farinae,

Spitzwegerich, Aspergillus und Buche aufgefuhrt.

Auch bei der Betrachtung von Allergengruppen ergibt sich ein dhnliches Bild und
es ist keine Beziehung zwischen den Testergebnissen von Intradermaltest und
Allergen-Microarray zu erkennen. In Abbildung 7 sind beispielhaft die Gruppe der
Milben und Baumpollen dargestellt. Auch hier lassen die Korrelationskoeffizienten

nach Kendall und Spearman keine Korrelation erkennen (siehe Tabelle 9).
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Dermatophagoides farinae Spitzwegerich
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Abbildung 6: Die Abbildung zeigt die Reaktionen der Studienteilnehmer auf die
Allergene Dermatophagoides farinae, Spitzwegerich, Aspergillus fumigatus und
Buche im Intradermaltest und Allergen-Microarray. Jeder Punkt steht fir die
Reaktion eines Patienten. Die x-Achse zeigt die Reaktion des Patienten im
Intradermaltest an (O entspricht einer Reaktion vergleichbar der negativ Kontrolle,
4 vergleichbar der positiv Kontrolle), die y-Achse die Reaktion im Allergen-
Microarray. (IDT = Intradermaltest; FAU = fluorescence arbitrary units)
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Abbildung 7: Reaktionen der Studienteilnehmer in Intradermaltest und Allergen-
Microarray auf die Gruppe der Milbenallergene. Jeder Punkt steht fur die Reaktion
eines Patienten. Die x-Achse zeigt die Reaktion des Patienten im Intradermaltest an
(0 entspricht einer Reaktion vergleichbar der negativ Kontrolle, 4 vergleichbar der
positiv  Kontrolle), die y-Achse die Reaktion im Allergen-Microarray.
(IDT = Intradermaltest) (IDT = Intradermaltest; FAU = fluorescence arbitrary
units)

Tabelle 9: Korrelationskoeffizienten nach Kendall und Spearman
ausgewahlter Allergene von Intradermaltest und Microarray. Ein Wert von 1
beziehungsweise -1 bedeutet eine maximale Korrelation der verglichenen Werte, 0
bedeutet keine Korrelation. Als relevante Korrelation wird ein Wert >0,8
beziehungsweise < -0,8 angesehen.

Allergen/-gruppe Korrelationskoeffizient Korrelationskoeffizient
nach Kendall nach Spearman
Dermatophagoides farinae 0,1344 0,1739
Aspergillus -0,0292 -0,0339
Spitzwegerich 0,1421 0,1855
Buche 0,0039 0,0011
Gruppe Milben 0,1261 0,1572

Gruppe Baumpollen -0,0868 -0,1178
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2.3. Beziehung von Microarray und Klinik

Betrachtet wurden die Reaktionen der Hunde im Microarray auf die Allergengruppe
der Milben. Abbildung 8 zeigt vergleichend die Reaktionen der Tiere mit
saisonalem Juckreiz und ganzjahrigem Juckreiz. Beide Gruppen zeigten ahnlich
starke Reaktionen und ein annéhernd gleiches Verteilungsmuster, Ausrei3er nach
oben gibt es bei beiden Gruppen nur wenige. In der Gruppe der Tiere mit
saisonalem Juckreiz liegt der Median bei 203 000 FAU, die Gruppe der Tiere mit
ganzjahrigem Juckreiz hat ihren Median bei 98 500 FAU. Der Maximalwert ist in
der Gruppe der Hunde mit ganzjahrigem Juckreiz mit 1 490 000 FAU, héher als in
der Gruppe der Tiere mit saisonalem Juckreiz, hier liegt er bei 957 000 FAU. Keine
Reaktion zeigte nur ein Tier und zwar aus der Gruppe der Hunde mit saisonalem

Juckreiz.

Gruppe Milben
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Abbildung 8: Die Grafik zeigt als Boxplot vergleichend die Reaktionen der
Studienpatienten mit saisonal und asaisonal auftretendem Juckreiz auf die Gruppe
der Milbenallergene im Microarray. (JR = Juckreiz, FAU = fluorescence arbitrary
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units)
3. Intradermaltest
3.1. Allergenabhéngige Intradermaltest-Rektionen

Tabelle 10 fasst die prozentualen Anteile der Reaktionen > 2 aller getesteten

Allergene im Intradermaltest zusammen.

Die wenigsten Reaktionen im Intradermaltest riefen Allergene der Gruppe
Epithelien und ganzjahrige Schimmelpilze hervor. EinunddreilRig Tiere (64,6 %)
zeigten keine Reaktion auf Epithelien und 35 Tiere (72,9 %) keine Reaktion auf
ganzjahrige Schimmelpilze. Der Anteil der Reaktionen > 2 ist mit 4,2 % bei den

Epithelien und mit 10,4 % bei den ganzjéhrigen Schimmelpilzen duRerst gering.

Betrachtet man die einzelnen Milbenarten ergibt sich folgendes Bild: Am
haufigsten positiv reagierten die Studienpatienten auf die Milbenart Tyrophagus
putrescentiae. 62,5 % der Hunde wurden mit einer Reaktion > 2 auf diese Milbenart
bewertet. Der prozentuale Anteil der Reaktionen >2 liegt bei den anderen
Milbenarten niedriger. Auf Acarus siro reagierten 60,4 %, auf Lepidoglyphus
destructor 56,3 % und auf Dermatophagoides farinae 50 % der Tiere mit > 2. Mit
33,3 % weist die Milbenart Dermatophagoides pteronyssinus den niedrigsten
Anteil an Reaktionen > 2 auf. Auch der Anteil der Reaktionen > 3 ist, mit nur
10,4 %, bei Dermatophagoides pteronyssinus deutlich am niedrigsten. Auf
Dermatophagoides farinae reagierten 41,7 % der Tiere mit > 3, auf Tyrophagus

putrescentiae 35,4 % und auf Lepidoglyphus destructor 33,3 %.

Fasst man die einzelnen Milbenarten zu einer Gruppe zusammen, riefen die
Milbenallergene beim Groliteil aller Studienteilnehmer sehr starke Testreaktionen
hervor. Wie in Abbildung 9 sichtbar, zeigten 38 Hunde (79,2 %) auf mindestens
eine Milbenart eine Reaktion > 2, mit > 3 reagierten immer noch 32 Tiere (66,7%).
Lediglich 20,8% der Patienten reagierten bei keiner Milbenart mit einer Reaktion
uber 1.

Tabelle 10: Prozentualer Anteil positiver Reaktionen der getesteten Allergene
im Intradermaltest. Als positiv wurden Reaktionen > 2 gewertet. (spp. = species
pluralis)

Allergen Positive Reaktionen (=2) in %
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Epithelien 4,2
Schafwolle 2,1
Epithel Mix (Ente, Gans, Huhn) 2,1
Schimmelpilze 10,4
Aspergillus 6,3
Alternaria 4,2
Cladosporium 0,0
Milben 79,2
Tyrophagus putrescentiae 62,5
Acarus siro 60,4
Lepidoglyphus destructor 56,3
Dermatophagoides farinae 52,1
Dermatophagoides pteronyssinus 33,3
Baumpollen 31,3
Silberpappel 14,6
Baumpollenmix 1 (Birke, Erle, Hasel) 14,6
Baumpollenmix 2 (Stieleiche, Buche, Ulme) 14,6
Buche 10,4
gemeine Hasel 8,3
Gréserpollen 52,1
Wiesenfuchsschwanz 25,0
Kn&uelgras 20,8
gemeine Quecke 14,6
Weidelgras 14,6
Wiesenrispengras 14,6
Hundszahngras 14,6
wolliges Honiggras 14,6
weilles StrauBgras 12,5
Krauterpollen 62,5
Ambrosie 22,9
Krauterpollenmix (Beiful3, Brennnessel,

Lowenzahn, Spitzwegerich) 22,9
Spitzwegerich 20,8
Glaskraut 20,8
Beifull 18,8
weiler Ganseful3 14,6
echte Goldrute 12,5
kleiner Sauerampfer 8,3
Sonstige

Raps 16,7
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Mosquito aedes 22,9

Tabanus 22,9

Culicoides spp. 16,7

Kakerlake 8,3

Stubenfliege 6,3

Culex spp. 6,3
A B C
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Abbildung 9: Grafik A) zeigt die Reaktionen der Studienteilnehmer im
Intradermaltest auf die Gruppe der Milbenallergene. Grafik B) und C) zeigen
jeweils die prozentuale Verteilung der Testreaktionen >2 bzw. >3 auf
Milbenallergene. (IDT = Intradermaltest)

3.2 Lebensraum

Im Fragebogen wurde der Lebensraum der Hunde abgefragt. Siebenundzwanzig
Besitzer (56,3 %) gaben an mit ihrem Hund in einer landlichen Umgebung zu leben.
Die restlichen 21 Hunde (43,8 %) wurden in der Stadt gehalten. Abbildung 10 zeigt
die Reaktionen der Hunde im Intradermaltest auf saisonale Allergene, aufgeteilt
nach Lebensraum. Die auf dem Land gehaltenen Hunde zeigten statistisch
signifikant (P-Wert 0,0135) h&ufiger sehr starke Reaktionen (> 3) im IDT als die in
der Stadt lebenden Hunde. Wéhrend bei den in der Stadt lebenden Hunden nur
7,4 % eine Reaktion > 3 im Intradermaltest zeigten, waren es bei den auf dem Land
gehaltenen Studienpatienten 38,1 %. Der Anteil der Reaktionen > 2 ist jedoch mit
81 % auf dem Land und ca. 74,1 % in der Stadt dhnlich groR. Bei ganzjahrigen
Allergenen (Milben, Epithel, ganzjdhrige Schimmelpilze) lie} sich kein
wesentlicher Unterschied bei der Verteilung der IDT-Reaktionen zwischen den in

der Stadt und auf dem Land gehaltenen Hunden feststellen.
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3.3. Beziehung von Intradermaltest und Klinik

Alle Studienpatienten zeigten Juckreiz als klinisches Symptom der atopischen
Dermatitis. Wie in Abbildung 11 A zu erkennen ist, wies der Grofteil der
Studienpatienten, ndmlich 70,8 %, einen asaisonalen Verlauf des Juckreizes auf.
Die restlichen 29,2 % waren mindestens in einem Quartal juckreizfrei. Etwas
weniger als die Halfte (47,9 %) der Hunde zeigten tber das Jahr hinweg keine
Veranderung der Juckreizintensitat, sie wiesen also in keinem Quartal einen Peak
in der Klinik auf (Abbildung 11 B). Bei 52,1 % der Tiere bemerkten die Besitzer in

einem oder mehreren Quartalen eine Verschlimmerung (Peak) des Juckreizes.
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Abbildung 10: Die Abbildung zeigt die Intradermaltest-Reaktionen auf saisonale
Allergene (Baumpollen, Gréserpollen, Krauterpollen, saisonale Schimmelpilze) der
in landlicher Umgebung lebenden Hunde (A) und in der Stadt gehaltenen Hunde
(B). (IDT = Intradermaltest)
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Abbildung 11: A) Darstellung der Saisonalitat. 34 Tiere zeigten einen ganzjéhrigen
Verlauf der caninen Atopischen Dermatitis, 14 Patienten zeigten nur saisonale
Allergiesymptome. B) 25 Tiere zeigten in einem oder mehreren Quartalen eine
Verschlechterung des Juckreizes (saisonaler Peak). Bei 23 Tiere bemerkten die
Besitzer keine Verdnderungen in der Juckreizintensitat (kein Peak).

3.3.1. Reaktion auf ganzjahrige Allergene

In Abbildung 12 werden die Reaktionen der Studienteilnehmer im Intradermaltest
gegenuiber ganzjahrig vorkommenden Allergenen (Tabelle 6) betrachtet. In der
Gruppe der Tiere mit ganzjahrig vorhandener Juckreizsymptomatik zeigten 85,3 %
der 34 Patienten eine Reaktion > 2. In der kleineren Gruppe der 14 Studienpatienten
mit saisonalem Juckreiz reagierten 64,3 % mit Testergebnissen > 2. Es ergab sich
kein statistisch signifikanter Unterschied (P-Wert 0,1299) zwischen den beiden
Gruppen bei den positiven Testreaktionen auf ganzjahrige Allergene. Betrachtet
man nur die Reaktionen >3 in den beiden Gruppen, ergibt sich auch hier kein
signifikanter Unterschied (P-Wert 0,3153). In der Gruppe der Tiere mit
ganzjahrigem Juckreiz reagierten 73,5 % mit > 3, in der Gruppe der Tiere mit
saisonaler Juckreizsymptomatik 57,1 %. Spaltet man die Gruppe der ganzjéhrigen
Allergene in Milben, Epithelien und ganzjahrige Schimmelpilze auf, ist zu sehen,
dass bei den Patienten mit saisonalem Juckreiz alleine die Milben die Reaktionen
> 2 hervorrufen. Keiner der 14 Hunde reagierte auf Epithelien oder ganzjahrige

Schimmelpilze mit einer Reaktion tber 1.

3.3.2. Reaktion auf saisonale Allergene

Abbildung 13 stellt die Reaktionen im Intradermaltest gegen saisonale Allergene
(Tabelle 6) dar. Betrachtet wurde einmal die Reaktion der Gruppe der Tiere, die
eine Verschlechterung des Juckreizes im Frihjahr, Sommer und/oder Herbst (Peak
FSH) im Vergleich zum Winter zeigten (n = 13). Der Anteil der Reaktionen > 2
gegen saisonale Allergene liegt bei diesen Hunden bei 76,9 % und ist im linken
Balken der Grafik dargestellt. Der rechte Balken zeigt die Reaktionen der Tiere die
keine saisonale Verschlechterung des Juckreizes zeigten (kein Peak). Damit vom
Besitzer eine Verschlechterung auch sicher bemerkt werden konnte, wurden hier
nur Tiere berlcksichtigt, die leichten bis mittelschweren Juckreiz aufwiesen.
81,3 % dieser 16 Hunde zeigten Reaktionen > 2 auf saisonale Allergene. Zwischen

den beiden Gruppen ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied (P-Wert
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1,00) bei den positiven Testreaktionen auf saisonale Allergene. Betrachtet man in
den beiden Gruppen nur die Reaktionen >3, sieht man auch hier keinen
signifikanten Unterschied (P-Wert 0,6628). In der Gruppe der Tiere ohne Peak
zeigten 25 % eine Reaktion >3, in der Gruppe der Tiere mit saisonaler

Verschlechterung im  Fruhjahr, Sommer und/oder Herbst 15,4 %.

IDT-Reaktionen auf ganzjdhrige Allergene

=]
o -

—

o
w

Anteil Reaktionen = 2

[]

=
w

Prozent

40

Anteil Reaktionen < 2

20
L

«::__

asaisonaler JR saisonaler JR

Abbildung 12: Reaktionen im Intradermaltest gegentiber ganzjahrigen Allergenen.
Der linke Balken zeigt die Reaktionen der Tiere mit ganzjahrigem Juckreiz
(n=34), der rechte zeigt die Reaktionen der Hunde mit saisonalem Juckreiz
(n =14). Die Breite der Balken spiegelt die GruppengréRe wider. Der schwarze
Abschnitt stellt den Anteil der Reaktionen < 2 dar, der graue Teil die Reaktionen >
2. (IDT = Intradermaltest, JR = Juckreiz)
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Abbildung 13: Reaktionen im Intradermaltest gegeniiber saisonalen Allergenen.
Der linke Balken zeigt die Reaktionen der Tiere mit saisonaler
Juckreizverschlechterung im Friihjahr, Sommer und/oder Herbst (Peak im FSH,
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n=13), der rechte Balken zeigt die Reaktionen der Hunde die keine
Verschlechterung des Juckreizes zeigten und nur leichten bis mittelschweren
Juckreiz aufwiesen (kein Peak, n=16). Die Breite der Balken spiegelt die
Gruppengrolie wider. Der schwarze Abschnitt stellt den Anteil der Reaktionen < 2
dar, der graue Teil die Reaktionen > 2. (IDT = Intradermaltest, FSH = Frihjahr,
Sommer und/oder Herbst)
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V. DISKUSSION

1. Ziel der Studie

Ziel dieser Studie war es, die Ergebnisse eines Allergen-Microarrays zur
Bestimmung der allergieauslésenden Allergene mit denen des Intradermaltests zu
vergleichen und die Korrelation der Intradermaltest Ergebnisse mit der Klinik der
Patienten zu Uberpriifen. In der Tiermedizin gilt der Intradermaltest bisher als
,»Goldstandard“ in der Tiermedizin zur Bestimmung der allergieausldsenden
Allergene fur eine Immunotherapie (HILLIER & DEBOER, 2001; POPIEL &
CEKIERA, 2015). Dazu wurde bei 48 Hunden mit atopischer Dermatitis jeweils
ein Intradermaltest und ein Allergen-Microarray durchgefiihrt. AuRerdem fillten
die Besitzer einen ausfiihrlichen Fragebogen zur Klinik ihres Hundes aus. Die
Ergebnisse der Tests wurden sowohl miteinander verglichen als auch mit der Klinik

korreliert.

2. Geschlechts- und Rasseverteilung

In dieser Studie ergab sich mit 20 weiblichen und 28 mannlichen Hunden ein
annéhernd ausgeglichenes Geschlechterverhéltnis. Dies deckt sich mit der Aussage
vieler Studien, die keine Geschlechtspradisposition bei der caninen atopischen
Dermatitis feststellen konnten (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; NGDTVEDT
et al., 2006; PICCO et al., 2008).

Laut mehrerer Studien sind einzelne Rassen fir die Entwicklung einer caninen
atopischen Dermatitis pradisponiert (NGDTVEDT et al., 2006; PICCO et al., 2008;
JAEGER et al., 2010). Diese Pradisposition scheint jedoch starken geographischen
Schwankungen zu unterliegen. An dieser Studie nahmen elf Mischlinge und 22
verschiedene Hunderassen teil. Davon zahlten zehn Hunderassen zu den laut oben
genannten Studien préadisponierten Rassen. Vertreten waren sechs Labrador
Retriever, funf Franzosische Bulldoggen, vier Boxer, zwei Golden Retriever, zwei
Jack Russell Terrier, eine Englische Bulldogge, ein Rhodesian Ridgeback, ein Toy-
Pudel, ein Welsh Terrier und ein West Highland White Terrier. Somit gehorten in
dieser Studie 50 % der Tiere zu einer der fur canine AD pradisponierten Rassen.
Die groRe Anzahl an Mischlingen (22,9 %) zeigt, dass nicht nur Rassehunde von

der AD betroffen sind. Auf Grund der geringen Anzahl der Studienteilnehmer sind



V. Diskussion 72

diese Zahlen jedoch wenig reprasentativ.

3. Testreaktionen der Studienpatienten im Allergen-

Microarray

Die Untersuchung der Testreaktionen des Allergen-Microarrays erfolgte an
ausgewahlten Allergenen. Es wurden nur die Allergene bzw. Allergengruppen
untersucht, welche auch im Intradermaltest getestet wurden, um so einen Vergleich
der Testreaktionen zu ermdglichen. In Tabelle 8 sind die prozentualen Anteile der
Reaktionen > 0 FAU im Microarray dargestellt. Bei deren Betrachtung fallt auf,
dass der Anteil der Tiere mit nachgewiesener Fluoreszenz bei den untersuchten
Allergenen groBtenteils sehr hoch ist. Beim Wiesenrispengras konnte
beispielsweise bei 100 % der Studienpatienten eine Fluoreszenz auf der Testplatte
gemessen werden, bei den einzelnen Schimmelpilzen ist der Anteil mit 88-94 % nur
wenig geringer. Ein derart hoher Prozentsatz an sensibilisierten Tieren und Kklinisch
relevanten Reaktionen scheint eher unwahrscheinlich. Um eine Aussage dariiber
treffen zu konnen, ab welchem Wert die gemessene Fluoreszenz und die dadurch
bestimmte Menge an nachgewiesenen allergenspezifischen IgE-Antikdrpern als
klinisch relevant eingestuft werden kann, ist es notwendig, die Reaktionen einer
genugend groBen Anzahl von nicht atopischen Hunden zu bestimmen. Bisher gibt
es keine veroffentlichten Daten zur Untersuchung der Reaktionen gesunder Hunde
im Allergen-Microarray. Die Bestimmung eines Cut-off-Wertes fiir eine positive
Reaktion ist aus diesem Grund nicht mdglich und das Fehlen einer nicht-atopischen

Kontrollgruppe ist als Limitation dieser Studie anzusehen.

Um einen Eindruck uUber die Aussagekraft des Allergen-Microarrays zur
Bestimmung der allergieauslésenden Allergene bei atopischen Hunden zu erhalten,
wurden die Ergebnisse der Allergene verglichen, die sowohl im Intradermaltest als
auch im Microarray getestet wurden. Bei keinem der getesteten Allergene konnte
eine Korrelation der Reaktionen der einzelnen Patienten festgestellt werden. In
Abbildung 6 sind beispielhaft die Reaktionen von vier Allergenen graphisch
dargestellt. Haufig produzierten Tiere, die im Intradermaltest keine Reaktion auf
das Allergen zeigten, extrem hohe Werte im Microarray. Genauso gab es aber auch
Patienten, die bei einem Allergen im Microarray keine oder nur geringe
Fluoreszenz zeigten, im Intradermaltest jedoch auf dasselbe Allergen mit einer sehr
starken Reaktion reagierten. Ein ahnliches Bild ergibt sich beim Vergleich der
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Ergebnisse von Allergen-Gruppen. Auch hier I&sst sich keine Korrelation zwischen
Intradermaltest und Microarray feststellen. Betrachtet man diese Ergebnisse unter
dem Aspekt, dass der Intradermaltest derzeit den ,,Goldstandard zur Bestimmung
der allergieauslosenden Allergene bei der caninen atopischen Dermatitis darstellt,
muss die Aussagekraft des Microarrays bezuglich dieser Fragestellung als eher

gering eingeschatzt werden.

Allerdings missen hierbei einige Punkte bedacht werden. Erstens weist auch der
Intradermaltest weder 100 % Sensitivitdt noch 100% Spezifitat auf. Studien
lieferten unterschiedliche Angaben beziiglich Spezifitat und Sensitivitat (HILLIER
& DEBOER, 2001; FOSTER et al., 2003). Auch der Intradermaltest produziert
regelmaRig falsch positive und falsch negative Ergebnisse (LIAN & HALLIWELL,
1998; MUELLER et al., 2005). Der Intradermaltest ist zwar derzeit der beste
kommerziell verfugbare Test, jedoch selbst nicht unfehlbar.

Zweitens werden in den verwendeten Tests unterschiedliche Komponenten einer
IgE-mediierten Immunantwort gemessen. Im Intradermaltest wird die
Hypersensitivitat (ber die lg-abhéngige Mastzelldegranulation bestimmt. Der
Allergen-Microarray misst hingegen die zirkulierenden allergenspezifischen
IgE-Antikorper. Die fehlende Korrelation konnte teilweise dadurch bedingt sein.
Der Intradermaltest korreliert auch nicht zu hundert Prozent mit den bisher
verfugbaren Serumallergietests (MUELLER et al., 1999; FOSTER et al., 2003). Da
die derzeitigen in-vitro Allergietests und der Allergen-Microarray beide die
zirkulierenden IgE-Antikorper messen, konnte es bei einem Vergleich dieser
Testmethoden zu einer Korrelation der Ergebnisse kommen. In dieser Studie konnte
aus finanziellen Grunden kein zuséatzlicher in-vitro Allergietest als Vergleich

durchgefihrt werden.

Ein weiterer Grund fir die fehlende Korrelation kdnnte die unterschiedliche Art der
verwendeten Allergene sein. Im Intradermaltest verwendet man als Testlosungen
Allergenextrakte. Wie bereits erwahnt, sind solche Allergenextrakte schwer zu
standardisieren und konnen bezlglich ihres Allergengehalts erheblich variieren
(HILLIER & DEBOER, 2001). Im Allergen-Microarray wurden hingegen hoch
aufgereinigte Proteine auf der Testplatte gespottet. Es kann sein, dass ein Tier zwar
auf ein Allergenextrakt reagiert, das fur die Sensibilitat verantwortliche Protein
dieser Allergenquelle jedoch nicht auf der Testplatte getestet wurde bzw. die
Konzentration des auslésenden Proteins in der Extraktlosung zu gering ist. Beim
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Hund — bzw. bei Tieren allgemein — ist noch wenig tber die relevanten Epitope der
Allergenquellen bekannt. Wahrend beim Menschen die meisten wichtigen Proteine
charakterisiert sind, kennt man beim Hund nur einige wenige Hauptallergene
(MUELLER et al., 2016). Relativ gut charakterisiert sind beim Hund die flr die
Allergie relevanten Epitope der Hausstaubmilbe Dermatophagoides farinae. Hier
weil3 man, dass die Proteine der Gruppe Der f 15 und Der f 18 die Hauptallergene
darstellen, im Gegensatz zu Der f 1 und Der f 2 beim Mensch (NUTTALL et al.,
2001; MOYA et al., 2016). Der Artikel von Mueller et al. (2016) enthalt eine Liste

der bisher bestimmten Hauptallergene beim Hund.

Die Verwendung des Allergen-Microarrays zur allergenspezifischen IgE-Detektion
steckt in der Tiermedizin noch in den Kinderschuhen. Bisher gibt es keine
veroffentlichten Daten zum Einsatz des Allergen-Microarrays beim Hund.
Dementsprechend schwierig gestaltet sich die Interpretation der Ergebnisse. Wie
bereits erwahnt, ist es nicht klar, ab welchem Wert eine Reaktion im Microarray als
positives Ergebnis gewertet werden kann. Durch die Ausarbeitung eines Cut-off-
Wertes konnte die Interpretation des Microarrays und der Vergleich mit anderen
Testmethoden in Zukunft jedoch deutlich erleichtert werden. Bei nachfolgenden
Untersuchungen sollte eine genligend grol3e Kontrollgruppe nicht atopischer Hunde
untersucht werden. Die fehlende Kontrollgruppe muss deshalb, wie bereits erwahnt,

als Limitation dieser Studie angesehen werden.

Doch nicht nur die fehlenden Cut-off-Werte machen die Interpretation schwierig,
sondern auch die bisher noch eingeschrankte Reproduzierbarkeit der Methode.
Jahn-Schmid et al. (2003) stellten in ihrer Studie einen nicht unerheblichen
Variationskoeffizienten von 25-47 % fest. Um diesen zu ermitteln, fiihrten sie eine
Serientestung mit dem Serum sechs verschiedener Patienten durch. Sie stellten
sowohl Variationen zwischen verschiedenen Microarray-Testplatten die an einem
Tag ausgewertet wurden (slide-to-slide Variation) fest, als auch zwischen
Testplatten die an unterschiedlichen Tagen ausgewertet wurden (batch-to-batch
Variation). Es konnten sogar Schwankungen von 8-40 % zwischen einzelnen
Testfeldern auf einer Microarray-Platte festgestellt werden (within-slide Variation).
Diese Probleme bei der Reproduzierbarkeit liegen vermutlich an der Produktion des
Microarrays. Dies ist haufig ein kritischer Punkt, da die Immobilisation der Proteine
schwierig ist (HARWANEGG & HILLER, 2004; GUPTA et al., 2016). Nach dem

Spotten der Proteine sind die Testplatten auBerdem sehr empfindlich und mussen
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vorsichtig gehandhabt werden, um Artefaktbildungen zu vermeiden (DEINHOFER
et al., 2004). Neben der Variabilitdt innerhalb der Testplatten gibt es beim
Microarray auch eine grof3e Inter- und Intraobserver-Variabilitat. Damit sind die
Varianzen zwischen den Testergebnissen eines Untersuchers an mehreren Tagen
und zwischen unterschiedlichen Untersuchern gemeint. Obwohl eine Software die
Fluoreszenz der einzelnen Microarray-Spots auswertet, mussen deren Ergebnisse
durch einen Untersucher manuell korrigiert werden (HARWANEGG & HILLER,
2004; GUPTA et al., 2016). Die endgultigen Ergebnisse hangen also stark vom

jeweiligen Untersucher ab und kénnen grofl3e Unterschiede aufweisen.

Um einen Eindruck dartiber zu bekommen, ob die Microarray-Reaktionen mit der
Klinik der Hunde korrelieren, wurden die Ergebnisse der Hunde mit und ohne
ganzjahrigem Juckreiz gegeniiber Milben verglichen. Im Allgemeinen zeigen Tiere,
die auf ganzjahrige Allergene — wie beispielsweise Milbenallergene — allergisch
reagieren, in der Regel auch das ganze Jahr iber Juckreiz. Basierend darauf sollten
ganzjahrig allergische Tiere im Test auch haufiger Reaktionen auf ganzjahrige
Allergene produzieren, als die saisonal allergischen Tiere. Wie Abbildung 8 zeigt,
ist dies bei den Ergebnissen des durchgefiihrten Microarrays nicht der Fall. Der
Medianwert der Reaktionen liegt in der Gruppe der saisonal allergischen Tiere
sogar deutlich hoher als in der Gruppe der ganzjéhrig allergischen Tiere. Es scheint

also in diesem Fall keine Ubereinstimmung von Klinik und Microarray zu geben.

Diskutiert werden muss, dass in der Gruppe der saisonalen Tiere auch drei Tiere
waren, die im Winter Juckreiz zeigten, aber in anderen Quartalen juckreizfrei
waren. Hier kdnnte es sich um Hunde handeln, die zwar auf Milben allergisch sind,
deren Symptomatik sich jedoch in den Sommermonaten verbessert, da sich die
Tiere hier weniger in geschlossenen und beheizten Rdumen aufhalten. Bezieht man
diese Tiere jedoch in der Statistik in die Gruppe der ganzjahrig allergischen Tiere

mit ein, andern sich die Werte kaum.

Naturlich sollten zur Beurteilung der Korrelation von Microarray und Klinik alle
Allergene untersucht werden. Versucht man jedoch, die Hunde in Gruppen mit
aussagekraftigem  Klinikverlauf  einzuteilen, um  beispielsweise  bei
Verschlimmerung des Juckreizes im Fruhjahr Friihbliher zu Gberprifen, ergeben
sich geringe Gruppengréfien und die Aussagekraft ist eher gering. Auch die riesige
Anzahl an getesteten und zum Teil fir den Hund irrelevanten Allergenen macht
einen Vergleich von Klinik und Microarray schwierig.



V. Diskussion 76

Die mangelnde Ubereinstimmung von Juckreizsymptomatik und Ergebnisse der
Milbenallergene, kann aber wie bereits erwahnt, auch durch die Problematik der
Reproduzierbarkeit und Durchfuhrung des Tests bedingt sein, wie auch auf Grund

der oben beschriebenen falschen Auswahl der Proteine.

Die in dieser Studie erhobenen Daten sprechen dafiir, dass der Allergen-Microarray
sich noch nicht fiir den kommerziellen Einsatz in der Allergiediagnostik beim Hund
eignet. Eine erste Studie zur Diagnose der Insektenstich-Hypersensitivitat beim
Pferd mittels Allergen-Microarray lieferte jedoch erfolgversprechende Ergebnisse
(MARTI et al., 2015). In der Humanmedizin wird der Allergen-Microarray bereits
erfolgreich in der Allergiediagnostik eingesetzt und zeigte in Studien eine gute
Korrelation mit gangigen Testverfahren (JAHN-SCHMID et al., 2003; WILLIAMS
et al., 2016). Durch die Durchfiihrung weiterer Studien sollte versucht werden die

hier diskutierten Probleme weiter zu untersuchen und zu I6sen.

4, Testreaktionen der Studienpatienten im Intradermaltest

Betrachtet man die Testreaktionen im Intradermaltest (siehe Tabelle 10), dann
zeigten in der Gruppe der Milbenallergene 79,2 % der Studienpatienten eine
positive Reaktion (> 2), so viel wie in keiner anderen Allergengruppe. Dieser groRe
Prozentsatz konnte auch in anderen Studien festgestellt werden (STURE et al.,
1995; SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; MUELLER et al., 2000; TASZKUN,
2011; POPIEL & CEKIERA, 2015). Die meisten der Studien identifizierten die
Hausstaubmilben  Dermatophagoides  farinae  und  Dermatophagoides
pteronyssinus als die héufigsten und wichtigsten Allergene bei der caninen
atopischen Dermatitis, sowohl in Europa als auch in den USA und Australien
(STURE et al., 1995; MUELLER et al., 2000; HILL & DEBOER, 2001). Die
Prévalenz positiver Testreaktionen auf VVorratsmilben wie Acarus siro, Tyrophagus
putrescentiae und Lepidoglyphus destructor liegt h&ufig niedriger als die der
Hausstaubmilben (STURE et al., 1995; MUELLER et al., 2000; HILL & DEBOER,
2001). In der vorliegenden Studie zeigt sich jedoch ein umgekehrtes Bild. Hier
riefen die Vorratsmilben mehr positive Reaktionen hervor als die Staubmilben. Laut
einer Studie von Farmaki et al. (2012) lassen sich D. farinae (40-64 %) und D.
pteronyssinus (35-48 %) deutlich h&ufiger im Hausstaub nachweisen als die
Vorratsmilben (zwischen 5-10 %). Eine Sensibilisierung gegeniber D. farinae und

D. pteronyssinus ist aus diesem Grund vermutlich haufiger festzustellen. Warum
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das in der vorliegenden Studie gegenteilig ausfallt, ist schwer zu erklaren. Die
genannte Studie von Farmaki et al. (2012) wurde in Griechenland durchgefunhrt.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kdnnte man vermuten, dass die Belastung
der Haushalte mit Vorratsmilben in Deutschland hoher sein konnte. Da
Vorratsmilben jedoch hauptsachlich in Haushalten mit hoher Luftfeuchtigkeit und
Schimmelbefall nachzuweisen sind (WARNER et al., 1999), scheint diese
Vermutung fir den deutschen Raum eher unwahrscheinlich. Hier sind
Schimmelbefall und hohe Luftfeuchtigkeit eher ein seltenes Problem. Henneveld et
al. (2007) konnten in ihrer Studie in Siddeutschland zwar Vorratsmilben im
Hausstaub nachweisen, jedoch wurden nur vier Haushalte untersucht und die
Aussagekraft ist aus diesem Grund begrenzt. Man konnte aulRerdem vermuten, dass
die Hunde der vorliegenden Studienpopulation haufiger mit Trockenfutter ernahrt
oder aus grof3en, undicht verschlossenen Futtersdcken gefittert wurden als in
Populationen anderer Studien und die Hunde so einer hoheren Belastung ausgesetzt
sind. Gegen diese Vermutung sprechen jedoch die Ergebnisse einer Studie aus
Suddeutschland, die keine vermehrte Belastung mit Vorratsmilben in
Hundetrockenfutter mit nicht abgelaufenem Haltbarkeitsdatum feststellen konnte
(HENNEVELD et al., 2007). Lediglich bei sehr ungiinstigen Lagerbedingungen
(sehr warm und feucht) kann es zu einer gesteigerten Vermehrung von
Vorratsmilben im Trockenfutter kommen (BRAZIS et al., 2008). Uber Fiitterung
und Lagerung der Futtermittel bei den Studienpatienten liegen keine Daten vor. Da
es sich bei den verwendeten Testlésungen um Extrakte handelt, ist deren
Standardisierung bezuglich ihres Allergengehalts schwierig (HILLIER &
DEBOER, 2001). Es konnte also auch sein, dass die verwendeten Testldsungen bei
den Vorratsmilben einen hoheren Gehalt an Allergen aufwiesen als bei den
Hausstaubmilben-Testlosungen. Taszkun stellte in seiner Studie in Polen eine
ahnlich hohe Pravalenz von positiven Testreaktionen gegen Vorratsmilben fest wie
die vorliegenden Studie. Aber auch hier rief D. farinae die hdufigsten positiven
Reaktionen hervor (TASZKUN, 2011). Ein eindeutiger Grund fur die hohe
Pravalenz positiver Reaktionen auf Vorratsmilben in der durchgefiihrten Studie

lasst sich nicht feststellen.

Betrachtet man den Anteil positiver Reaktionen der Pollengruppen (siehe Tabelle
10), weisen bei den Kréuterpollen 62,5 %, bei den Graserpollen 52,1 % und bei den

Baumpollen 31,3 % der Studienteilnehmer mindestens eine positive Reaktion auf.
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Bei den Einzelallergenen dieser Gruppen lag der Prozentsatz positiver Reaktionen
zwischen 4 und 25 %. Die Ergebnisse bewegen sich damit im Rahmen der meisten
Studien, die generell eine sehr groRe Spanne aufweisen (DEBOER, 1989; STURE
et al., 1995; ZUNIC, 1998; MUELLER et al., 2000; FOSTER et al., 2003;
TASZKUN, 2011). Grund dafir sind vermutlich die verschiedenen geographischen
Regionen in denen die Studien durchgefiihrt wurden und die daraus resultierende
unterschiedliche Vegetation und Pollenflugzeiten. Jede Studienpopulation ist somit
unterschiedlichen Pollen mehr oder weniger lang ausgesetzt. Ein Vergleich der

Studienergebnisse ist daher fast unmdglich.

Die Préavalenz positiver Reaktionen lag in der Gruppe Schimmelpilze zwischen 0
und 6,3 % und damit relativ niedrig (siehe Tabelle 10). Aspergillus produzierte in
dieser Allergengruppe die meisten positiven Reaktionen. Eine Erklarung dafur
konnte die Uberwiegende Entwicklung dieser Schimmelpilzart in Innenrdumen
darstellen. Da die Tiere dadurch h&ufiger und in der Regel das ganze Jahr (ber
Aspergillus-Antigen ausgesetzt sein konnen, ist es nicht verwunderlich, dass mehr
Tiere eine Sensibilisierung gegeniiber Aspergillus aufweisen als gegeniliber den
hauptsachlich in der Umwelt vorkommenden und sehr klimaempfindlichen
Schimmelpilzarten Cladosporium und Alternaria. Diese bevorzugen ein sehr
trockenes und warmes Klima und spielen in Deutschland aus diesem Grund wohl
eher eine untergeordnete Rolle bei der Entstehung der caninen atopischen

Dermatitis.

Auch die Allergene in der Gruppe der Epithelien riefen wenig positive Reaktionen
bei den Studienpatienten hervor (siehe Tabelle 10). Sowohl auf Schafwolle als auch
auf den Federmix aus Ente, Gans und Huhn reagierten nur 2, 1 % der Hunde positiv.
In den meisten Studien waren die Reaktionen auf Federn einheitlich niedrig und sie
scheinen ein eher  geringes  allergenes Potential aufzuweisen
(SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; HILL & DEBOER, 2001; FOSTER et al.,
2003).

Im Fragebogen wurde von den Besitzern der Lebensraum ihrer Hunde abgefragt.
Etwas mehr als die Hélfte aller Studienteilnehmer wurden in der Stadt gehalten, der
Rest in l&ndlicher Umgebung. Die auf dem Land gehaltenen Hunde reagierten
signifikant haufiger (P = 0,0135) mit sehr starken Reaktionen (> 3) auf saisonale
Allergene als die Hunde in der Stadt (siehe Abbildung 10). Der Anteil an
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Reaktionen > 2 war jedoch &hnlich groR. Ein Grund dafiir kénnte sein, dass die auf
dem Land gehaltenen Hunde haufiger und langer Pollen von Gréasern, Krautern und
Bdaumen ausgesetzt sind, da die Bewuchsdichte auf dem Land deutlich grofer ist
als in der Stadt. Allerdings sind Graspollen in der Regel sehr leicht und werden vom
Wind Uber viele Kilometer getragen, insofern sind auch Hunde in stadtischer
Umgebung diesen Pollen ausgesetzt. Des Weiteren suchen viele in der Stadt
lebende Hundebesitzer zum Spaziergang mit ihren Hunden landlichere Gegenden
bzw. Parks oder Waldstiicke auf, wo die Hunde z. B. auch den schweren Pollen der
Nadelhtlzer ausgesetzt sind. Das erklart, warum auch in der Stadt Hunde
regelmaRig Pollenreaktionen zeigen, die erhdhte Anzahl der stark positiven
Reaktionen bei Landhunden ist vielleicht einfach auf die quantitativ hohere

Belastung zuruickzufihren.

Um die Aussagekraft der Testreaktionen besser einschéatzen zu kénnen, wurden
diese mit der Klinik der atopischen Hunde korreliert. Da Juckreiz bei allen
Studienteilnehmern als Teil der Allergiesymptomatik auftrat und vom Besitzer
einfach und am genauesten zu evaluieren ist, wurde dieser als MessgroRe der Klinik
verwendet. Als Einschréankung ist zu erwahnen, dass der Juckreiz von den Besitzern
retrospektiv beurteilt wurde und eine prospektive Evaluierung durch einen Tierarzt
uber ein gesamtes Jahr sicherlich einen genaueren Verlauf des Juckreizes geliefert
hatte. Aus personellen und finanziellen Grunden war ein derartiger Studienaufbau

jedoch nicht umsetzbar.

In 70,8 % der Félle zeigten die Studienteilnehmer einen nicht-saisonalen Verlauf
des Juckreizes. Dies korreliert mit den Ergebnissen anderer Studien, in denen
ebenfalls ein Groliteil der atopischen Hunde eine asaisonale Juckreizproblematik
zeigte (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; BRUET et al., 2012). Wenn bedacht
wird, dass die Milben als ganzjéhrige Allergene die grofite Rolle in der Entstehung
allergischer Symptome spielen, ist dies nicht verwunderlich.

Um die Aussagekraft der positiven Reaktionen auf ganzjahrig vorkommende
Allergene zu evaluieren, wurde der Anteil an positiven Reaktionen bei Tieren mit
und ohne ganzjhriger Juckreizsymptomatik verglichen. Es wére zu erwarten, dass
Tiere, die keinen ganzjahrigen Juckreiz zeigen, deutlich weniger auf ganzjahrig
vorkommende Allergene reagieren als Tiere die auch das ganze Jahr Uber an
Juckreiz leiden. In Abbildung 12 ist jedoch zu sehen, dass dies in der untersuchten

Studienpopulation nicht der Fall ist. Die ganzjahrigen Allergene produzierten,
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sowohl bei Tieren mit ganzjahrigem Juckreiz als auch bei Tieren mit saisonalem
Juckreizverlauf, einen hohen Prozentsatz positiver Reaktionen. Zwischen beiden
Gruppen besteht kein signifikanter Unterschied in der Reaktion auf ganzjahrige

Allergene.

Bei den vielen positiven Reaktionen der nicht ganzjahrig allergischen Tiere konnte
es sich um subklinische Sensibilisierungen handeln. In Studien wurde gezeigt, dass
auch nicht atopische Hunde haufig positive Reaktionen auf Milbenallergene zeigen
(CODNER & TINKER, 1995; LIAN & HALLIWELL, 1998). Lian und Halliwell
(1998) gehen davon aus, dass es sich auch bei den gesunden Hunden eher um
Klinisch irrelevante Sensibilisierungen handelt als um tatséchliche falsch-positive
Reaktionen. Zu diesem Schluss gelangen sie auf Grund der Tatsache, dass die
Préavalenz positiver Reaktionen bei Hunden, welche unter Forschungsbedingungen

gehalten werden, niedriger ist als bei nicht atopischen Tieren in Privatbesitz.

Natrlich waren auch falsch-positive Ergebnisse auf Grund von Irritationen durch
zu hohe Allergenkonzentrationen prinzipiell ~denkbar. Es existieren
unterschiedliche  Angaben zur optimalen Schwellenkonzentration  der
Milbenallergene (WILLEMSE & VAN DEN BROM, 1982; CODNER & TINKER,
1995; LIAN & HALLIWELL, 1998). Mit 100 NU/ml liegt die verwendete
Konzentration jedoch unterhalb der meisten empfohlenen Werte. Wie bereits
mehrfach erwahnt, ist die Standardisierung der Extrakte bezuglich ihres
Allergengehalts jedoch sehr schwierig. Es ist deshalb nicht auszuschliel3en, dass die
tatsdchliche Konzentration in den Allergenlésungen von den Herstellerangaben
abweicht. Da der Intradermaltest von erfahrenen und mit der Testmethode
vertrauten Dermatologen durchgefiihrt wurde, sind falsch-positive Testreaktionen
auf Grund von fehlerhafter Injektionstechnik unwahrscheinlich. Anzumerken ist,
dass die Auswertung des Intradermaltests auf der Grundlage des subjektiven
Verfahrens (Abschnitt 11.2.2) erfolgte. Hubbard und White (2011) verglichen in
ihrer Studie das objektive und subjektive Auswertungsverfahren miteinander. In
27,9 % der Falle wurde eine Reaktion mit dem subjektiven Verfahren als positiv
gewertet, wahrend diese mit dem objektiven Verfahren als negativ eingestuft
wurde. Das verwendete subjektive Verfahren zur Auswertung des Intradermaltests

konnte also zur Entstehung von falsch-positiven Ergebnissen geftihrt haben.

Es kommt vor, dass manche milben-allergische Tiere in den Sommermonaten keine

Klinik zeigen, da sie sich zu dieser Jahreszeit hauptséchlich drauRen aufhalten und
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dort die Belastung mit Milbenallergenen deutlich geringer ist. Diese ,,untypischen®
Milbenallergiker konnten félschlicherweise in Gruppe der Tiere mit saisonalem
Juckreiz eingeordnet worden sein. Dies konnte ein weiterer Grund fiir die hohe

Prévalenz positiver Reaktionen in der Gruppe der saisonal allergischen Tiere sein.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass positive Reaktionen im Intradermaltest
nicht zwingend als klinisch relevant angesehen werden kénnen und nur bei
Ubereinstimmung mit der Klinik als positiv gewertet werden kénnen. Die
Reaktionen auf ganzjahrig vorkommende Schimmelpilze und Epithelien scheinen
diesbeziiglich aussagekréftiger zu sein. Darauf zeigte kein Tier mit saisonaler
Juckreizsymptomatik eine positive Reaktion im Intradermaltest.

Auf Grund der hohen Pravalenz an positiven Reaktionen in beiden Gruppen wurde
untersucht, ob die Aussagekraft erhoht werden kann, wenn der Cut-off-Wert fur
eine positive Reaktion auf > 3 angehoben wird. Der Anteil an Reaktionen > 3 ist
jedoch in beiden Gruppe sehr hoch und es lasst sich auch hier kein signifikanter
Unterschied feststellen. Ein Anheben des Cut-off-Wertes fir eine positive Reaktion
im Intradermaltest auf > 3 scheint die Aussagekraft nicht zu erhéhen und wird aus

diesem Grund von der Autorin als nicht sinnvoll erachtet.

Neben den ganzjéhrigen Allergenen wurde auch die Aussagekraft positiver
Reaktionen auf saisonale Allergene (Tabelle 6) betrachtet. Saisonal vorkommende
Allergene rufen, ihrer Pollenflugzeit entsprechend, nur zeitlich begrenzte
allergische Reaktionen hervor. Reagiert ein atopischer Patient also allergisch auf
ein saisonales Allergen, bemerkt der Besitzer in der Regel eine Verschlechterung
des Juckreizes. Dies wird hier als Peak bezeichnet. In der vorliegenden Studie
zeigten 13 Hunde eine solche Verschlechterung des Juckreizes im Frihjahr,
Sommer und Herbst im Vergleich zum Winter. Entsprechend ihrer Klinik sollten
diese Tiere mindestens auf ein saisonal vorkommendes Allergen allergisch sein und
im Intradermaltest positiv auf ein solches reagieren. Tiere, die das ganze Jahr tber
eine stabile Juckreizsymptomatik zeigen und bei denen der Besitzer keine saisonale
Verschlechterung feststellen kann, sollten hingegen nicht auf saisonale Allergene
reagieren. Bei 76,9 % der Hunde mit Peak im Friihjahr, Sommer und/oder Herbst
konnte mindestens eine positive Reaktion im Intradermaltest gegen saisonale
Allergene festgestellt werden. Sechzehn Tiere der Studienpopulation zeigten keinen
Peak. In dieser Gruppe lag der Anteil positiver Reaktionen mit 81,3 % sogar hoher,
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als in der Gruppe mit Peak (siehe Abbildung 13). Es scheint also auch hier, genau
wie bei den ganzjahrigen Allergenen, kein Zusammenhang zwischen Klinik der
Tiere und Intradermaltest-Reaktionen zu bestehen.

Laut einer Studie von Bauer et al. aus dem Jahr 2010 werden selbst durch sehr hohe
Allergenkonzentrationen bei klinisch gesunden Hunden kaum falsch-positive
Testreaktion durch Pollenextrakte ausgeldst. Der Schwellenwert fir eine Irritation
durch das Allergen liegt bei den Pollen also deutlich hdher als bei den
Milbenallergenen (BAUER et al., 2010). Es handelt sich bei den Hunden ohne Peak
vermutlich hauptsachlich um subklinische Sensibilisierungen und weniger um

tatsachlich falsch positive Testreaktionen.

Falsch-positive Reaktionen durch fehlerhafte Injektionstechnik scheinen, wie
bereits erwéhnt, eher unwahrscheinlich. Es ist aber moéglich, dass die subjektive
Auswertung, wie oben diskutiert, zu einer Uberinterpretation der Reaktionen
gefuhrt hat (HUBBARD & WHITE, 2011).

Eine weitere Ursache flr die vielen positiven Reaktionen in der Gruppe der Hunde
ohne Peak kdnnte sein, dass die Besitzer eine Verschlechterung des Juckreizes nicht
bemerkten und diese Tiere so der falschen Gruppe zugeordnet wurden. Um dieses
Risiko zu minimieren, wurden nur Tiere mit leichtem oder mittelschwerem Juckreiz
berucksichtigt, da eine Verschlechterung vor allem dann schwer zu bemerken ist,
wenn der Juckreiz schon anfanglich sehr stark ist.

Genau wie bei den ganzjahrigen Allergenen wurde die Anhebung des Cut-off-
Wertes fur positive Reaktionen auf > 3 untersucht. Da aber auch hier kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen besteht, wird dies als nicht

sinnvoll erachtet.

Limitierend bei der Auswertung der Intradermaltest-Reaktionen unter Einbezug der
Klinik ist zu erwahnen, dass 33,3 % der Studienteilnehmer zusétzlich zur
Umweltallergie an einer Futtermittelallergie leiden. Da die Futtermittelallergie
sowohl zu akuten Schiiben der atopischen Dermatitis als auch zu ganzjéhrigem
Juckreiz bei den Patienten fiihren kann (OLIVRY et al., 2007; PICCO et al., 2008;
FAVROT et al., 2010), ist der Juckreizverlauf dieser Tiere nur beschrankt der
Umuweltallergie zuzuordnen. Aus diesem Grund wurde die statistische Auswertung
der Reaktionen auf ganzjahrige und saisonale Allergene zusétzlich unter
Ausschluss der futtermittelallergischen Hunde durchgefiihrt. Diese Ergebnisse
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wichen jedoch kaum von den hier diskutierten Ergebnissen ab und sind aus diesem
Grund in der Arbeit nicht zusatzlich dargestellt. Es ergab sich auch hier keine
statistische Signifikanz zwischen den Gruppen. Die zusatzliche Futtermittelallergie

scheint also keinen Einfluss auf die Auswertung der Ergebnisse zu haben.

Die vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen, dass die Korrelation von Klinik und
Intradermaltest-Ergebnissen als gering zu bewerten ist. Es ist allgemein bekannt,
dass die positiven Reaktionen im Intradermaltest nicht zwingend als klinisch
relevant angesehen werden konnen, sondern es sich auch um falsch positive
Reaktionen bzw. subklinische Sensibilisierungen handeln kann (HILLIER &
DEBOER, 2001). Uber die Pravalenz klinisch nicht-relevanter Reaktionen
existieren jedoch keine Angaben. Aus diesem Grund ist die in der vorliegenden
Studie festgestellte, ausgesprochen hohe Pravalenz tberraschend. Da der IDT die
allergenspezifische IgE-mediierte Mastzelldegranulation und damit eine Typ-I-
Hypersensitivitatsreaktion widerspiegelt, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
sich der Nachweis der IgE-mediierten Immunantwort nur bedingt zur Identifikation

der AD auslésenden Allergene eignet.

Ein Grund dafur kdnnte sein, dass die canine atopische Dermatitis keine rein IgE-
mediierte Erkrankung ist. Wie weiter oben ausfuhrlich beschrieben wird, spielen
viele immunologische VVorgénge in der Pathogenese der atopischen Dermatitis eine
Rolle, unter anderem eine Lymphozyten-abhangige Immunantwort (MARSELLA
etal., 2012; PUCHEU-HASTON et al., 2015).

Dass die IgE-mediierte Immunantwort nicht im Vordergrund der klinischen
Symptomatik steht, wird auch durch Effekte bei der Allergen-Immunotherapie
deutlich. Einige Studien in der Humanmedizin und Tiermedizin zeigten, dass es
wéhrend den ersten Monaten der AIT zwar zu einem Anstieg der
allergenspezifischen IgE-Antikérper kommen kann, die klinische Verbesserung zu
diesem Zeitpunkt jedoch bereits einsetzt (VAN REE et al., 1997; FOSTER et al.,
2002; LAUBER et al., 2012). Dies l&sst vermuten, dass die klinische Verbesserung
bei der Immunotherapie nicht hauptsachlich durch eine Modifikation der IgE-
mediierten Immunantwort entsteht, sondern Uber alternative immunologische
Mechanismen. Daflir spricht ebenfalls, dass sich auch mit Immunotherapien bei
denen kein IDT oder SAT zur Identifikation der Allergene durchgefuihrt wurde gute
Erfolge erzielen lassen. Plant et al. (2017) konnten beispielsweise mit einer auf die

regional vorkommenden Allergene abgestimmten Immunotherapie (regionally-
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specific immunotherapy = RESPIT) eine dhnliche Verbesserung der Patienten
erzielen wie mit der traditionellen allergenspezifischen Immunotherapie.
Unveroffentlichte  Daten  zeigten  aullerdem  erste  Erfolge  einer
allergenunspezifischen Immunotherapie mit Gelatinenanopartikel-gebundenen
CpG (Cytosin-Phosphat-Guanin)-Oligodesoxynukleotiden bei Hunden mit
atopischer Dermatitis.

Eine Auswahl der Allergene fir eine AIT durch Bestimmung der
allergenspezifischen  IgE-Antikorper der Patienten kann unter diesen
Gesichtspunkten in  Frage gestellt werden. Zur Identifikation der
allergieausldsenden Allergene bei der caninen Futtermittelallergie eignet sich der
Nachweis einer allergenspezifischen Typ-IV-Hypersensitivitatsreaktion durch
einen Lymphozytenproliferationstest deutlich besser als Serum-IgE-Test oder IDT.
Dies zeigten verschiedene Studien auf (ISHIDA et al., 2004; FUJIIMURA et al.,
2011; KAWANO et al., 2013). Die Forschung und Entwicklung alternativer
Testmethoden fur die Diagnose und Allergenbestimmung bei der atopischen
Dermatitis bzw. allergenunspezifischer Immunotherapien sollte aus diesem Grund

weiter vorangetrieben werden
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchung der  Testreaktionen in  Allergen-Microarray  und
Intradermaltest von Hunden mit atopischer Dermatitis unter

Berucksichtigung der allergisch bedingten Juckreizsymptomatik

Die canine atopische Dermatitis (AD) ist eine juckende und entzindliche
Hauterkrankung, bedingt durch eine genetische Uberempfindlichkeit gegeniiber
diversen Antigenen. Lange Zeit wurde die AD als eine rein IgE-mediierte
Erkrankung angesehen, heute weil3 man aber um die sehr viel komplexere und
multifaktorielle Pathogenese dieser Erkrankung. Aus diesem Grund gestaltet sich
nicht nur die Diagnose hdufig schwierig, sondern auch die Identifikation der
auslosenden  Allergene fir eine therapeutische Immunotherapie. Der
Intradermaltest gilt in der Tiermedizin als ,,Goldstandard“ zur Bestimmung der

Allergene, weist aber selbst eine eingeschrankte Sensitivitat und Spezifitat auf.

Der in der Humanmedizin bereits kommerziell eingesetzte Allergen-Microarray
birgt neue Mdglichkeiten in der molekularen Allergiediagnostik. Durch die extreme
Miniaturisierung des Verfahrens und der grofRen Anzahl an aufgereinigten oder
rekombinant hergestellten  Allergenen gelingt die Erstellung genauer
Sensibilisierungsprofile jedes Patienten.

Ziel dieser Studie war es, die Aussagekraft des Allergen-Microarrays und
Intradermaltests bei atopischen Hunden durch Vergleich der Ergebnisse und unter
Berucksichtigung der Klinik, zu evaluieren. Dazu wurde bei 48 diagnostiziert
atopischen Hunden jeweils ein Intradermaltest und Allergen-Microarray
durchgefuhrt. Zusatzlich fullten die Besitzer einen detaillierten Fragebogen zum
jahreszeitlichen Verlauf der Klinik und Haltungsbedingungen ihres Hundes aus.
Die Testergebnisse wurden statistisch ausgewertet und sowohl untereinander wie

auch mit der individuellen Juckreizsymptomatik der Hunde korreliert.

Die in der vorliegenden Studie festgestellte Pravalenz positiver Reaktionen auf die
einzelnen Allergene im Intradermaltest sind vergleichbar mit den meisten
vorhergehenden Studien. Zwischen den Testergebnissen von Microarray und
Intradermaltest konnte bei keinem der Allergene eine Korrelation festgestellt
werden. Weder bei den Testreaktionen des Microarrays, noch bei denen des

Intradermaltests konnte eine statistisch signifikante Ubereinstimmung mit dem
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jahreszeitlichen Juckreizverlauf der Studienpatienten festgestellt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass der Allergen-Microarray zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht fur die Identifikation der AD auslésenden Allergene eignet.
Auf Grund der vielversprechenden Ergebnisse humanmedizinischer Studien sollte
durch Folgestudien versucht werden, den Allergen-Microarray besser fir die
Tiermedizin nutzbar zu machen. Die fehlende Korrelation von Klinik und
Intradermaltest-Ergebnissen weist darauf hin, dass sich die Messung der IgE-
mediierten Immunantwort zur Identifikation der auslésenden Allergene nur
begrenzt eignet. Bei der Entwicklung und Untersuchung neuer Testmethoden sollte
der Fokus deshalb auf alternative pathogenetische Mechanismen der AD, wie

beispielsweise die Lymphozyten-mediierte Immunantwort, gelegt werden.
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VIl. SUMMARY

Analysis of test reactions in allergen microarrays and intradermal tests of dogs

with atopic dermatitis considering their clinical history

Canine atopic dermatitis (AD) is a pruritic and inflammatory skin disease caused
by a genetically predisposed hypersensitivity against miscellaneous antigens. For a
long time, AD was considered as a strictly IgE-mediated disease. Today it is
established that the pathogenesis of AD is highly complex and multifactorial. For
this reason, not only the diagnosis, but also the identification of the offending
antigens for allergen immunotherapy can be challenging. Intradermal testing is
considered the 'gold standard’ for identifying the offending allergens, though the
sensitivity and specifity is limited.

The allergen microarray, which is commercially available in human medicine,
offers new possibilities in molecular allergy diagnosis. The extreme miniaturization
of the system and the huge number of highly purified or recombinant allergens

allow creation of an individual sensitization profile of each patient.

The aim of the study was to evaluate the relevance of results obtained by allergen
microarray and intradermal testing in atopic dogs through direct comparison of
results and correlating results to the patient's history. Allergen microarrays and
intradermal testing were performed in 48 atopic dogs. Additionally, all owners
completed a detailed questionnaire about the seasonal course of pruritus and their
dog's environment. The test reactions of each test were statistically analysed and
correlated between the two tests as well as to the individual clinical history of the

dog.

The prevalence of positive intradermal test reactions in this study were comparable
to the results of previous studies. There was no correlation between the test results
of microarray and intradermal testing. Neither microarray results nor intradermal
test results correlated with the individual seasonal pruritus course of the study

participants.

The results of this study show, that the evaluated allergen microarray is currently
not a suitable tool for the identification of the offending allergens in atopic dogs.

Due to the promising results of studies in human medicine, further work with
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allergen microarrays for atopic dogs seems sensible. The lack of a correlation
between intradermal test results and the individual clinical history indicates, that
measurement of the IgE-mediated immune response may have limitations for the
identification of offending allergens. Alternative pathogenic ways in AD, such as

the lymphocyte-mediated immune response, should also be evaluated in more detail
in the future.
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3. Besitzerfragebogen
Besitzername E-Mail: Telefonnr.:
Adresse
Tier Name Alter Rasse

Jahre  Monate

Geschlecht

O weiblich O weiblich kastriert U mannlich

U méannlich kastriert

Im Besitz seit

- Haben Sie ihr Tier von einem Ziichter? O ja O nein

- Welches Futter bekommt ihr Tier?

- Bekannte Erkrankungen:

- Seit wann hat ihr Tier Hautprobleme?

- Welche Symptome zeigt ihr Tier?

Q Juckreiz O Hautrétung O Schuppen O Krusten QOPusteln O Papeln

O Haarausfall 4 Tranenausfluss U Schwarzfarbung der Haut
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QO stumpfes Fell U1 Fettige Haut

- Welche Kdérperregionen sind betroffen?

O Kopf QOOhren QO Hals/Brust W Ricken U Achseln  QBauch
O Leistengegend a Flanken O Schwanz(-ansatz) QOPfoten
- Wie stark ist der Juckreiz? (siehe Skala am Ende)

o (o) o o o o o o (o) o o
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

kein JR extremer JR

- In welchen Monaten treten die Symptome auf?

O O o o O o o o o O o o
JAN FEB  MAR APR MAI JUN JUL AUG SEP  OKT NOV  DEZ

Schwerer

Juckreiz

Mittlerer

Juckreiz

Leichter

Juckreiz

U ganzjéhrig

- Besteht bei ihrem Tier eine Futtermittelallergie?

Uja U nein

- Bendtigt ihr Tier momentan Medikamente?

U nein Q4 ja, welche:

- Wann hat ihr Tier zum letzten Mal folgende Medikamente bekommen?

4 Kortison:
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U Antihistaminika:

O Apoquel:

U Ohrmedikamente (Name angeben):

- Wurde bereits ein Allergietest durchgefihrt?

U nein

U ja, welcher? - QO Serumallergietest 1 Intrakutantest

Ergebnisse:

- Haben Sie bereits eine Desensibilisierung bei ihrem Hund gemacht?

d nein U4 ja, wann:

- Wo hélt sich ihr Hund die meiste Zeit des Tages auf?

U Haus/Wohnung U Garten

- Was flir Boden haben Sie in Ihrer Wohnung?

U Parkett O Fliesen U Teppich U Linoleum

- Haben Sie einen Luftbefeuchter?

dJa U Nein

- Wann treten die Symptome der Allergie am starksten auf?

U draullen/auf der Gassirunde U in der Wohnung/im Haus



IX. Anhang 115

- In welcher Umgebung wohnen Sie?

U landlich  Q stadtisch

- Welche Baumarten befinden sich haufig in ihrer Umgebung oder auf der Gassirunde?

U Birke O Buche UEiche QO Pappel O Lerche 1 Ahorn O Nussbaum

U Linde W Erle QO Weide

Ort, Datum Besitzer



Normaler Hund — kein GiberméaRiges Kratzen
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4. Juckreizskala
10—=
—f+—  Extremer Juckreiz / praktisch ununterbrochen
9 ;; Trotz Ablenkung Juckreiz vorhanden; auch im Untersuchungsraum
8 =£=-
——i—  Starker Juckreiz / iiber lange Zeitperioden
U %% Juckreiz auch in der Nacht (falls beobachtet) und auch wéhrend dem
6 ==
== Mittelgradiger Juckreiz / mehrere Episoden
5 —ff— Juckreiz auch in der Nacht (falls beobachtet) jedoch nicht beim Fressen,
4 == Milder Juckreiz / leichtgradig erhéht
——  Kein Juckreiz in der Nacht und wéhrend dem Fressen, Spielen
3 S e
;% Extrem milder Juckreiz / nur ganz vereinzelt wahrzunehmen
8 ==
= ——  DerJuckreiz ist nur leichtgradig erhéht im Vergleich zum normalen
1 —=-
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5. Allergentabelle Microarray

Gruppe Lateinische Bezeichnung Deutsche Bezeichnung
Acarus siro MehImilbe
Aedes communis Mosquito
Anisakis pegreffii Fadenwurm
Anisakis simplex Fadenwurm
Apis mellifera Biene
Blatta orientalis gem. Kuchenschabe
Blattella germanica dt. Kiichenschabe
Blomia tropicalis Vorratsmilbe
Ctenocephalides felis Katzenfloh

Arthropoden Culex pipiens gem. Stechmiicke
Culicoides nubeculosus Stechmickenart
Dermatophagoides farinae Hausstaubmilbe
;gg‘ﬁ;ggﬁ%mdes Hausstaubmilbe
Euroglyphus maynei Hausstaubmilbe
Helix aspersa Weinbergschnecke
Lepidoglyphus destructor Heumilbe
Periplaneta americana amerik. Grof3schabe
Tyrophagus putrescentiae Modermilbe
Vespa crabro Hornisse

Vogel Meleagris gallopavo Truthuhn

Krustentiere

Homarus gammarus
Nephrops norvegicus
Pandalus borealis

Europ. Hummer
Kaiserhummer
Eismeergarnele

Struthio camelus
Struthio camelus

Bubalus bubalis Wasserbiiffel
Camelus dromedarius Dromedar
Milch Capra hircus Wildziege
Equus asinus Afrikanischer Esel
Homo sapiens Mensch
Vicugna pacos Alpaka
Anas platyrhynchos Stockenten-Ei
Anser anser Graugans-Ei
Coturnix coturnix Wachtel-Ei
Gallus domesticus Haushuhn-Ei
Eier Numida meleagris Perlhuhn-Ei
Pavo cristatus Blauer Pfau-Ei
Phasianus colchicus Fasan-Ei

Afrik. StrauR-Ei
Afrik. StrauR-Ei
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Bos domesticus Rind
Canis familiaris Hund
Cavia porcellus Meerschwein
Cricetus cricetus Hamster
) Equus caballus Pferd

Epithel . .
Felis domesticus Katze
Mus musculus Maus
Oryctolagus cuniculus Wildkaninchen
Ovis aries Hausschaf
Rattus norvegicus Ratte
Gadus callarias Dorsch
Lophius piscatorius Seeteufel
Melanogrammus aeglefinus Schellfisch
Merluccius capensis Seehecht
Merluccius hubbsi europ. Seehecht

Fische Merluccius merluccius Hechtdorsch
Oncorhynchus mykiss Regenbogenforelle
Salmo salar Atlant. Lachs
Sardinops melanostictus Sardine
Solea solea Seezunge
Thunnus albacares Thunfisch
Actinidia chinensis Kiwi
Actinidia deliciosa Kiwi
Ananas comosus Ananas
Capsicum annuum Paprika
Carica papaya Papaya
Citrus limon Zitrone
Citrus reticulata Mandarine
Citrus sinensis Orange

. Cucumis melo Zuckermelone

Friichte Fragaria vesca Wald-Erdbeere
Malus domestica Apfel
Musa x paradisiaca Banane
Persea americana Avocado
Prunus armeniaca Aprikose
Prunus persica Pfirsich
Pyrus communis Birne
Solanum lycopersicum Tomate
Vitis vinifera Weintraube
Alternaria alternata Schimmelpilz

Pilze Aspergillus fumigatus Schimmelpilz
Aspergillus restrictus Schimmelpilz
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Aspergilus niger
Aureobasidium pullulans
Candida albicans
Cladosporium herbarum
Drechslera halodes
Malassezia pachydermatis
Penicillium chrysogenum
Pleurotus ostreatus

Schimmelpilz
hefedhnlicher Pilz
Hefepilz
Schimmelpilz
Schimmelpilz
Hefepilz
Pinselschimmelpilz
Austern-Seitling

Rhizopus nigricans Schimmelpilz
Saccharomyces cerevisiae Backhefe

Latex Hevea brasiliensis Kautschukbaum
Ocimum basilicum Basilikum

Blatter Petroselinum crispum Petersilie
Spinacia oleracea Spinat

Sauger Sus scrofa domestica Schwein
Loligo vulgaris Kalmar
Mytilus edulis Miesmuschel

Weichtiere | Octopus vulgaris Oktopus
Ostrea edulis européische Auster
Penaeus monodon Garnele

Motten Moth Heterocera Motte
Acer saccharinum Silber-Ahorn
Agrostis gigantea RieRen-Straulgras
Alnus glutinosa Schwarze Erle
Amaranthus cruentus Rispen-Fuchsschwanz
Ambrosia artemisiifolia BeifuR-Ambrosie
Ambrosia psilostachya Ambrosie
Anthoxanthum odoratum Ruchgras
Artemisia vulgaris Beifull
Ash allergo Esche
Betula verrucosa Héngebirke

Pollen Bromus inermis wehrlose Trespe

Chenopodium album
Corylus avellana
Cupressus arizonica
Cynara scolymus
Cynodon dactylon
Dactylis glomerata
Eucalyptus globulus
Eupatorium capillifolium
Fagopyrum esculentum
Fagus grandifolia

weiller Géanseful
gem. Hasel
Zypresse
Artischocke
Hundszahngras
Knduelgras
Eukalyptus
Wasserdorst
Buchweizen
amerik. Buche
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Festuca pratensis
Holcus lanatus
Hordeum vulgare
Humulus lupulus
Juniperus virginiana
Leucanthemum vulgare
Linum usitatissimum
Lolium perenne
Mercurialis annua
Olea europaea
Parietaria judaica
Parietaria officinalis
Phleum pratense
Phoenix dactylifera
Plantago lanceolata
Platanus acerifolia
Poa pratensis
Populus nigra
Quercus robur
Ricinus communis
Rumex acetosella
Rumex crispus
Salix lasiolepis
Salsola kali

Secale cereale
Sorghum halepense
Taraxacum officinale
Triticum aestivum
Ulmus americana
Urtica dioica

Zea mays

Wiesenschwingel
wolliges Honiggras
Gerste

Hopfen
Wacholder
Margerite

gem. Lein

dt. Weidelgras
Bingelkraut
Olivenbaum
Glaskraut
aufrechtes Glaskraut
Wiesen-Lieschgras
Dattelpalme
Spitzwegerich
Ahornbl. Platane
Wiesen-Rispengras
Schwarzpappel
Stieleiche
Wunderbaum

kl. Sauerampfer
krauser Ampfer
Weide
Kali-Salzkraut
Roggen
Mohrenhirse
Loéwenzahn
Weichweizen
amerik. Ulme
grol3e Brennessel
Mais

Samen

Anacardium occidentale
Arachis hypogaea
Avena sativa
Bertholletia excelsa
Carya illinoensis
Castanea sativa
Ceratonia siliqua
Cocos nucifera
Corylus European
Glycine max
Helianthus annuus

Cashew
Erdnuss

Hafer
Paranussbaum
Pekanuss
Edelkastanie
Johannisbrotbaum
Kokospalme
Hasel
Sojabohne
Sonnenblume
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Lens culinaris Linse
Lupinus albus Weile Lupine
Oryza sativa Reis
Phaseolus vulgaris Gartenbohne
Pinus pinea Pinie
Pistacia vera Pistazie
Pisum sativum Erbse
Prunus dulcis Mandelbaum
Sesamum indicum Sesam
Sinapis alba Weiller Senf
Vicia faba Ackerbohne
Allium cepa Kichenzwiebel
Allium porrum Lauch
Allium sativum Knoblauch
Apium graveolens echter Sellerie
Armoracia rusticana Meerrettich

Knollen L

Asparagus officinalis Spargel
Beta vulgaris Ribe
Cyperus esculentus Erdmandel
Daucus carota Mohre
Foeniculum vulgare Fenchel
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6. Verwendete Materialien und Geréte
6.1. Zentrifugation des Serums

Verwendete Materialien/Geréte

Hersteller

Zentrifuge Universal 320 R

Andreas Hettich GmbH & Co0.KG,
Tuttling, Deutschland

6.2. Intradermaltest

Verwendete Materialien/Geréte

Hersteller

Artuvetrin® Skin Test Allergenextrakte

Artu  Biologicals Europe B.V.,
Lelystad, Niederlande

Atipam® 5 mg/ml

Eurovet Animal Health B.V., Bladel,

Niederlande

Histamin

Artu  Biologicals Europe B.V.,
Lelystad, Niederlande

Insulinspritze Omnican® 20

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Sedator® 1mg/ml

Eurovet Animal Health B.V., Bladel,

Niederlande

6.3. Microarray

Verwendete Materialien/Geréate

Hersteller

BioTek ELx50 Plate Washer

BioTek Instruments, Inc., Winooski,
Vermont, USA

Corning® 5
(Produkt # 40082)

Objekttragerbehalter

Corning Incorporated, Corning, New
York, USA
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FAST Obijekttréger fir Microarrays Whatman Schleicher &  Schuell,
Dassal, Deutschland
GenePix 4000B Molecular ~ Devices, Sunnyvale,
Kalifornien, USA
GenePix Pro Software v6.0.1.27 Molecular ~ Devices, Sunnyvale,

Kalifornien, USA

Maus Anti-Hund IgE (LS-C57551,

LSBio LifeSpan Biosciences, Inc.,

Biotin) Seattle, Washington, USA
MilliQ-Wasser und MilliQ®- Merck Millipore KGaA, Billerica,
Filteranlage Massachusetts, USA

MSE Mistral 3000i

MSE, London, Vereintes Konigreich

Parafilm®

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
Illinois, USA

ProPlate® Objekttragermodul

Grace Bio-Labs, Bend, Oregon, USA

ProPlate® Slide Module Seal Strip

Grace Bio-Labs, Bend, USA

Streptavidin Cy5® (PA45001) GE Healthcare, Little Chalfont,
Vereintes Konigreich
ThermoHybaid HyPro20 Thermo  Fischer  Scientific Inc.,

Waltham, Massachusetts, USA

Tween® 20

Croda International Plc., Snaith,

Vereinigtes Konigreich

6.4. Statistische Auswertung

Verwendete Materialien/Geréate

Hersteller

Software RStudio Version 3.3.1

RStudio, Inc.; Boston, Massachusetts,
USA
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Software GraphPad Prism® 6 GraphPad Software Inc., San Diego,
USA
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