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Schiitzender Fettfilm

Eine Arbeitsgruppe um Reinhard Mischke,
Mandy Angelbeck-Schulze und Wolfgang Béu-
mer an der TiHo Hannover entwickelte mit
der ,skin-scrub“-Technik eine neue Methode
der Gewinnung von Hautfetten beim Hund.
Die schmerzlose ,skin-scrub® Technik hilft
bei der zukiinftigen Erforschung der Haut-
barriere bei allergisch bedingten Hautkrank-
heiten. Mit der neuen Methode konnte die
Hannoveraner Arbeitsgruppe bereits Erkennt-
nisse liber das Hautfettmuster bei gesunden
und bei kranken Hunden sammeln, die még-
licherweise zur Entwicklung medizinischer
Lotionen zur Behandlung allergischer Haut-
krankheiten beitragen kdnnen.

Hunde mit einer Atopie reagieren auf an
sich harmlose Stoffe in der Umwelt, wie bei-
spielsweise Pflanzenpollen, allergisch. Wenn
sie mit den allergieauslosenden Stoffen (All-
ergenen) in Beriihrung kommen, leiden diese
Tiere unter starkem Juckreiz und Entziin-
dungen der Haut (s. Kasten 1). Bei vielen
atopischen Hunden kann man die allergi-
schen Reaktionen mit einer allergen-spezi-
fischen Immuntherapie (ASIT) unter Kon-
trolle bringen, aber leider nicht bei allen.

Diese Tiere miissen in der Regel lebenslang
mit entziindungshemmenden und juckreiz-
lindernden Medikamenten behandelt wer-
den. Da diese Arzneimittel insbesondere im
Dauereinsatz auch erhebliche Nebenwirkun-
gen haben kdénnen, sucht man nach Mdg-
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lichkeiten, wie man den Einsatz dieser Me-
dikamente verringern kann. Diese Suche
wird jedoch dadurch erschwert, dass man
die krankhaften Vorgdnge bei einer Atopie
noch nicht im Einzelnen kennt.

Beispielsweise weil man, dass bei Atopikern
der natiirliche Schutzwall der Haut, die Haut-
barriere (s. Kasten 2), durchldssiger ist und
damit ihre Schutzfunktion teilweise einge-
biiRt hat. Man nimmt an, dass dieser Funkti-
onsverlust mit den speziellen Fetten (Lipiden)
der Haut beziehungsweise der Zusammenset-
zung dieser Fette zu tun hat. Wie diese jedoch
genau verandert sind, ob das wiederum eine
Ursache oder eine Folge der Atopie ist und
wie bedeutend die Verdanderungen fiir den
Krankheitsverlauf sind - all dies und noch
viel mehr sind offene Fragen.

Tatsdchlich steht diese Forschungsrichtung
gerade beim Hund noch ganz am Anfang.
Bisher wurden fiir die Gewinnung der Haut-
lipide recht unterschiedliche Probenahme-
Techniken verwendet, die sich auch deutlich
in ihrer Schadwirkung auf die Haut (Invasi-
vitdt) unterschieden. Bis die Hannoversche
Arbeitsgruppe die ,skin scrub“-Technik ent-
wickelte, fehlte eine praktikable und mini-
mal-invasive Technik um aussagekraftige
und einheitliche Proben der Hautfette zu
entnehmen, die gleichzeitig eine ausrei-
chend groRe Lipidmenge fiir Mehrfachbe-
stimmungen lieferten.
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Entwicklung der
»Sskin scrub”-Technik

Die Entwicklung einer neuen Probenahme-
Technik war ndtig, weil die bislang iiblichen
Methoden, die Entnahme von Gewebeproben
in Form kleiner Hautstiickchen (Biopsien)
und Hautgeschabsel, fehleranfdllig waren
und unterschiedliche Ergebnisse lieferten.

Canine Atopische Dermatitis
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Bei den Bioptaten musste die Oberhaut mit
der Hautbarriere vor der Analyse erst mit
einem komplizierten Hitze-Verfahren von
der darunterliegenden Lederhaut getrennt
werden. Dieser Arbeitsschritt erwies sich
als sehr fehleranfdllig. Denn die uneinheit-
lichen Ergebnisse der anschlieRenden Ana-
lyse lassen vermuten, dass sich in manchen
Proben doch noch Lederhaut befand.

Mit Atopie bezeichnet man die Neigung
auf harmlose Stoffe aus der Umwelt (zum
Beispiel Bliitenpollen) allergisch zu rea-
gieren. Bei Hunden fiihrt der Kontakt mit
dem allergieauslosenden Stoff (Allergen)
in der Regel zu stark juckenden Hautent-
ziindungen an den Ohren, dem palmaren
Metakarpus (Riickseite der Mittelhand am
Vorderbein), den Achseln, der Leistenge-
gend und den Lefzen. Man nennt dieses
Krankheitsbild Canine Atopische Dermati-
tis (CAD).

Eine CAD kann nur im Ausschlussverfahren
diagnostiziert werden. Zu den Differenzi-
aldiagnosen der CAD zdhlen beispielsweise
Parasitenbefall oder Hautinfektionen. Er-
schwert wird die Diagnose hédufig dadurch,
dass mehrere Ursachen gleichzeitig fiir die
Symptome verantwortlich sein konnen. So
kann ein Hund mit einer Allergie auf Gra-
serpollen gleichzeitig auch Flohe haben.
Gar nicht so selten sind auch allergische
Reaktionen auf mehrere Stoffe, zum Bei-
spiel eine Pollenallergie in Verbindung mit
einer Allergie auf bestimmte EiweiRe in
der Nahrung (Futtermittelallergie).
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Wenn man das Allergen kennt, ist in vielen
Fallen eine Allergen-spezifische Immun-
therapie (ASIT) moglich. Dabei wird dem
Allergiker das Allergen in minimalen aber
steigenden Mengen verabreicht. Auf diese
Weise soll sich das Immunsystem an das
Allergen ,gewohnen”, sodass es schliel3-
lich nicht mehr darauf reagiert. Viele Pa-
tienten werden durch eine ASIT symptom-
frei, bei anderen treten die Symptome
zumindest schwdcher und/oder seltener
auf. Begleitend sollte zur Unterstiitzung
der Hautbarriere immer eine lokale Thera-
pie in Form von Shampoos oder Lotionen
erfolgen. Diese Behandlung wird umso
wichtiger, wenn eine ASIT nicht mdglich
ist oder der Hund trotz ASIT weiterhin un-
ter Entziindungen und Juckreiz leidet. In
diesem Fall missen oftmals auch immun-
suppressive oder -modulierende Arznei-
mittel wie beispielsweise Glukokortikoide,
Ciclosporin und/oder Antihistaminika ein-
gesetzt werden, um die Symptome zu lin-
dern. Nahrungserganzungsmittel wie zum
Beispiel Omega-3-Fettsduren aus Fischol
konnen unterstiitzend wirken.
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Die Hautbarriere

Mit den Hautgeschabseln konnte einerseits
manchmal nicht geniigend Probenmaterial
fiir die Analyse gewonnen werden und an-
dererseits bestand die Mdglichkeit, dass das
Material durch Blut verunreinigt war. Je
nach verwendeter Methode unterschieden
sich die ermittelten Werte erheblich, so dass
Ergebnisse von Studien, die mit verschie-
denen Probenahme-Techniken gearbeitet
haben, nicht miteinander verglichen werden
konnten. Aus diesem Grund konnten bisher
keine verldsslichen Standardwerte fiir die
Hautlipide des Hundes ermittelt werden.

Bei der ,skin-scrub“-Technik handelt es sich
um eine Anpassung einer bereits bestehen-
den Methode zur Gewinnung der Hautflora
bei Hund und Mensch namens ,cup-scrub®
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Cuerschinitt dusch die Handehat -
Hautbarriere

In der LupenvergrofSerung sind die Ceramide als blaue
Fdden dargestellt, die die abgestorbenen und verhorn-
ten Hautzellen wie ein Kitt zusammenhalten. Cera-
mide, andere Hautlipide und die verhornten Hautzel-
len dichten die Haut nach auf3en ab. Abdruck der
Grafik mit freundlicher Genehmigung von Royal Canin

Um unter kontrollierten und nachvollzieh-
baren Bedingungen Lipide aus der Haut zu
[6sen, wird bei der ,skin-scrub“-Technik ein
Metallzylinder mit einem Innendurchmesser
von 21 Millimetern fest auf die Haut ge-
driickt. In den Zylinder fiillt man einen Mil-
liliter Losungsmittel. Nach einer kurzen Ein-
wirkzeit wird dann das Losungsmittel
mitsamt der darin geldsten Hautfette in ein
Glasrohrchen diberfiihrt.

»Skin scrub” im Test

Um herauszufinden, ob die ,skin scrub”-
Technik gleichwertig oder besser als die
herkommlichen Methoden der Hautfettbe-
stimmung ist, nahmen die Forscher an fiinf
toten Hunden mit gesunder Haut mit jeder
Technik je drei Proben zum einen von der
Haut der Kruppe und zum anderen von der
Leistengegend. Alle Hunde stammten aus
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Atopische Dermatitis bei einem jungen Deutschen Schéferhund: Haarverlust, Rétung, Erosion, verstdrkte Haut-

maserung und Pigmenteinlagerung sind keine direkte Folge der Krankheit. Die Hautverdnderungen sind vielmehr

sekunddr entstanden weil das Tier die juckenden Hautstellen intensiv durch Lecken und Kratzen bearbeitet hat.

dem Klinikbetrieb und waren aus von der
Untersuchung unabhdngigen Griinden ver-
storben. AnschlieRend wurden alle Proben
mittels Hochleistungsdiinnschichtchroma-
tographie (HPTLC) in Kombination mit Mas-
senspektrometrie analysiert (s. Kasten 3).
Im Ergebnis konnten neun verschiedene Ce-
ramidklassen in den Proben festgestellt und
Hinweise auf zwei weitere gefunden werden.
Bei der Auswertung der drei verschiedenen
Methoden zeigte sich auch, dass die ,skin
scrub“-Technik den anderen Methoden iiber-
legen war. Denn sie erlaubte eine hohe Aus-
beute an Hautlipiden und war dabei weniger
invasiv. Daher wurde bei den folgenden Un-
tersuchungen nur noch die ,skin scrub”-
Technik eingesetzt.

Unterschiede des Hautfett-
musters in verschiedenen
Korperregionen

Bei einer Atopie treten die Hautverdnde-
rungen bevorzugt an bestimmten Kdrper-
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stellen auf: Namlich Ohren, an der Riickseite
der Mittelhand (palmarer Metakarpus), den
Achseln, der Leistengegend und den Lefzen.
Die Arbeitsgruppe fragte sich, ob das typi-
sche Atopie-Verteilungsmuster eventuell be-
reits an Unterschieden im Hautfettmuster
bei Tieren mit gesunder Haut ableshar ist.
Um das herauszufinden, untersuchten die
Forscher das Hautfettmuster an fiinf fiir die
Atopie typischen Lokalisationen sowie an
drei weiteren Korperstellen, die bei einer
Atopie in der Regel unverdndert bleiben
(der seitlichen Brust- und Bauchwand sowie
der Kruppe). Die Proben wurden bei acht
aus von der Studie unabhédngigen Griinden
verstorbenen Hunden mit gesunder Haut
entnommen.

Bei der Auswertung stellte sich heraus, dass
das Hautfettmuster je nach Korperstelle un-
terschiedlich ist. Aber es zeigte sich auch,
dass die fiir die Atopie charakteristischen
Lokalisationen beim gesunden Hund kein
typisches Hautfettmuster aufweisen. Es be-
steht also zumindest beim Hund kein Zu-
sammenhang zwischen dem Hautfettmuster
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Probenahme mittels ,skin scrub”-Technik bei einem Dalmatiner mit atopischer Dermatitis, gezeigt an der unauf-

filligen Haut an der seitlichen Brustwand. (a. Auftragen des Losungsmittels; b. Verriihren des Losungsmittels

auf der Haut mit angerautem Glasstab)

einer bestimmten Hautregion und der Ent-
stehung von Veranderungen durch eine Ato-
pie. Doch trifft das auch beim Vergleich ge-
sunder und kranker Hunde zu?

Unterschiede bei gesunden
und bei kranken Tieren

Um festzustellen, welche Unterschiede zwi-
schen den Lipidmustern der Haut von ge-
sunden und kranken Hunden bestehen be-
ziehungsweise, ob es auch Unterschiede der
Hautfettmuster bei unterschiedlichen Krank-
heiten gibt, untersuchten die Forscher 27
lebende Hunde. Zwolf der Tiere litten unter
einer atopischen Dermatitis. Von diesen Tie-
ren nahmen die Wissenschaftler je eine
Probe klinisch unauffilliger Haut und ver-
anderter Haut.

Dabei stellten sie fest, dass die Gesamtli-
pidmenge bei den Atopikern auch in der
unveranderten Haut signifikant niedriger
war als bei gesunden Hunden. Bei den Haut-
verdanderungen war die Gesamtlipidmenge

Gesellschaft zur Férderung Kynologischer Forschung

noch geringer. Die Ergebnisse zeigten dabei
keinen Unterschied zwischen Atopikern mit
und ohne Futtermittelallergie. Das Lipid-
muster war bei den Atopikern - bis auf ge-
ringe Abweichungen bei den Ceramiden -
dem Hautfettmuster von gesunden Hunden
sehr dhnlich.

Ahnliche Verinderungen des Hautfetts wie
die Atopiker zeigten auch Hunde mit einer
allergischen Flohdermatitis (FAD) oder einer
Kontaktdermatitis. Das werten die Wissen-
schaftler als Hinweis auf einander entspre-
chende Prozesse im Krankheitsverlauf bei
allergisch oder immunologisch vermittelten
Entziindungen.

Tatsdchlich zeigte sich bei der granuloma-
tosen Sebadenitis, einer Krankheit, bei der
die Talgdriisen der Haut zerstort werden,
ein anderes Bild. Hier gab es keine Veran-
derung des Ceramidgehalts oder -profils ge-
geniiber gesunder Haut. Dafiir traten jedoch
stark herabgesetzte Mengen an freien Fett-
sauren, Triglyzeriden und Cholesterolestern
auf.

| www.gkf-bonn.de
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HPTLC-Auftrennung der Lipidfraktionen aus Hunde-
haut, die mittels “skin scrub” gewonnen wurden, so-

wie der korrespondierenden Standards. (PC, Phospha-

tidyl-g-cholin; PE, Phosphatidylethanolamin; ChS04,

Cholesterol-Sulfat; GlcCer, Galactocerebroside; Cer, Ce-

ramide; CholST, Cholesteryl-Stearat; Std-Mix, Stan-
dard-Mix; PL, Phospholipide; FFA, freie Fettsduren;
TG, Triglyceride; ChE, Cholesteryl-Ester).
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Verfahren zur Analyse der Hautlipide

Die Hochleistungsdiinnschichtchroma-
tographie (HPTLC) ist ein chemisch-
physikalisches Trennverfahren, das sich
das unterschiedliche Verhalten von ver-
schiedenen Molekiilen (Teilchen) auf ei-
ner Trdgersubstanz zunutze macht. Gibt
man eine Fliissigkeit mit unterschiedli-
chen chemischen Stoffen auf eine Tra-
gersubstanz, sammeln sich alle gleichen
Molekiile aufgrund ihres gleichen Ver-
haltens in einer so genannten Bande.
Als Ergebnis der HPTLC erhdlt man ein
Bandenmuster. Zur Bestimmung der Ban-
den nutzt man Standardlosungen mit be-
kanntem Inhalt, die man auch durch die
HPTLC laufen ldsst. So erhdlt man ein
Bandenmuster mit bekannten Stoffen.
Dieses vergleicht man dann mit der
Probe. Dabei kann man davon ausgehen,
dass alle Banden auf gleicher Hohe vom
gleichen Stoff stammen. Da es nicht fiir
alle Ceramid-Klassen entsprechende
Standardldsungen gab, kombinierten die
Forscher die HPTLC mit einer Massen-
spektrometrie, mit deren Hilfe Atome
und Molekiile anhand ihrer Massen auf-
getrennt werden und so identifiziert wer-
den konnen.
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Fazit

Die Studie der Hannoveraner Arbeitsgruppe
zeigt, dass die Ergebnisse bei der Messung
von Hautlipiden in hohem MaRe von der
Technik der Probenahme abhangen. Auch
die ermittelte Fettzusammensetzung kann
je nach Probenahmet-Technik und Analyse-
methode sowie in einem geringeren MaRe
je nach beprobter Korperregion variieren.
Deshalb sind Vergleiche der Ergebnisse ver-
schiedener Studien schwierig.

Die neue ,skin scrub” Technik weist gegen-
iiber den herkdmmlichen Methoden ent-
scheidende Vorteile auf. Denn sie erlaubt
eine hohe Ausbeute an Hautlipiden und ist
dabei weniger invasiv. Bei den Untersu-
chungen der lebenden Hunde provozierte
die ,skin scrub“-Technik kaum Abwehrbe-
wegungen, diirfte kaum Schmerzen verur-
sachen und erwies sich damit als sehr prak-
tikabel. Nach der Probenahme waren die
Hautstellen hochstens leicht gerttet, selten
kam es zu Juckreiz und/oder einer Krusten-
bildung. Daher empfiehlt sich die ,skin
scrub“-Technik als neue Standardmethode
zur Gewinnung von Hautfetten.

Bei gesunden Hunden gibt es keinen Hin-
weis darauf, dass das spezifische Hautfett-
muster bestimmter Korperregionen das Ri-
siko fiir allergische Reaktionen an diesen
Stellen erhdhen konnte. Atopische Hunde
weisen jedoch deutlich niedriger Hautlipid-
gehalte auf als Hunde mit gesunder Haut.
Abgesehen von kleineren Abweichungen
glich das Hautfettmuster von Atopikern
weitgehend dem von gesunden Hunden.
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Auch im Vergleich mit anderen Erkrankungen
aus dem allergischen Bereich zeigten sich
nur geringe Abweichungen. Allerdings ware
es eventuell sinnvoll auch diese Abweichun-
gen bei der Entwicklung einer spezifischen
Lipidmischung zur Unterstiitzung der Haut-
barriere zu beriicksichtigen. So kdnnte man
sich bei Atopikern am Hautfettmuster ge-
sunder Hunde orientieren. Bei Hunden mit
einer allergischen Flohdermatitis waren hin-
gegen eventuell hohere Ceramid- und Cho-
lesterolanteile und bei einer Kontaktderma-
titis hohere Ceramidanteile zu empfehlen.

Titel der Studie

Das Lipidmuster der caninen Epidermis
- Vergleichende Untersuchungen bei
Hunden mit unterschiedlichen Hauter-
krankungen

Prof. Dr. Reinhard Mischke

Klinik fiir Kleintiere

Stiftung Tierdrztliche Hochschule
Hannover

Biinteweg 9

30559 Hannover

0511 / 9536405
Reinhard.Mischke@tiho-hannover.de
Es bestand eine enge Zusammenarbeit
mit dem Institut fiir Pharmakologie,
Toxikologie und Pharmazie (Prof. Dr.
Wolfgang Bdumer) und dem Institut fiir
Physiologische Chemie (Prof. Dr. Has-
san Naim).
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