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IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Pes, bolezni; dermatitis, atopi¢ni — zdravljenje z zdravili; oksidativni
stres; antioksidanti — terapevtska raba; vitamin E; biopsija; koza - citologija;

imunohistokemija; psi

Namen raziskave je bil ugotoviti, ali vitamin E kot antioksidant vpliva na zmanjSanje
klini¢nih, citoloskih in imunohistokemi¢nih parametrov oksidativnega stresa pri psih z
atopi¢nim dermatitisom (AD) in ali je uporaba vitamina E ucinkovita in smiselna pri
zdravljenju AD pri psih. V raziskavo je bilo vkljucenih devetindvajset psov z diagnozo AD in
sedemnajst zdravih psov. Med raziskavo so bili na Zeljo lastnikov izkljuceni tri psi z AD. Psi
z AD so bili dvojno slepo razdeljeni v dve skupini. Trinajst psov je prejemalo antihistaminik
feksofenadin in placebo v obliki mineralnega olja peroralno. Skupina drugih trinajstih psov je
prejemala antihistaminik feksofenadin in antioksidant vitamin E. V obdobju osmih tednov
smo petkrat ocenjevali klini¢ne spremembe na koZi psov in srbez. Pri vsakem obisku smo
odvzeli tudi ostruzke in brise koZe telesa in sluhovodov za citoloSko preiskavo. Biopte za
imunohistokemi¢no dolocanje trinitrotirozina (3—-NT) in inducibilne sintaze duSikovega
oksida (iNOS) smo odvzeli pri prvem in pri zadnjem obisku. Rezultati nase raziskave so
pokazali statistiéno znacilno manjSo stopnjo srbeza med zdravljenjem v primerjavi s stopnjo
srbeza pred zdravljenjem pri obeh skupinah psov. Ti so bili posledica zdravljenja psov z
antihistaminikom feksofenadinom in ne zdravljenja z vitaminom E. Pri analizi primerjave
obsega klini¢nih znakov psov pred in med zdravljenjem smo ugotovili trend proti statisti¢ni
zanesljivosti, ki se je pokazal v manjSem obsegu klini¢nih znakov pri psih, zdravljenih z
vitaminom E v primerjavi s psi, zdravljenimi s placebom. Pri analizi primerjave obsega
klini¢nih znakov psov med zdravljenjem pa je bil obseg klini¢nih znakov pri psih, zdravljenih
z vitaminom E znacilno manjsi od obsega klini¢nih znakov pri psih, zdravljenih s placebom.
Med obema skupinama psov (vitamin E in placebo) smo ugotovili rahla nihanja v Stevilu
kokov in kvasovk, vendar niso bila statisticno znacCilna. Zdravljenje AD z vitaminom E ni
imelo vpliva na zmanj$evanje vsebnosti imunohistokemic¢no obarvanega 3 — NT. Razlik med
spoloma pri zdravljenju z vitaminom E nismo ugotovili. Z raziskavo smo ovrgli hipotezo, da
ima zdravljenje AD z vitaminom E vpliv na zmanjSevanje vsebnosti imunohistokemi¢no

obarvanega 3 — NT. Hipotezo, da je uporaba vitamina E smiselna pri zdravljenju AD pri psih,
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smo deloma potrdili, deloma ovrgli, saj ima zdravljenje z vitaminom E vpliv na izboljSevanje
klini¢nih znakov psov z AD, vendar pa ne vpliva na izboljSevanje stopnje srbeza in Stevilo

kokov in kvasovk na koZi trebuha in sluhovodov psov.
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SUMMARY

KEY WORDS: Dog diseases; dermatitis, atopic — drug therapy; oxidative stress; antioxidants

— therapeutic use; vitamin E; biopsy; skin — cytology; immunohistochemistry; dogs

The purpose of this study was to determine the possible influence of vitamine E as an
antioxidant in reducing clinical, citological and immunohistochemical parameters of oxidative
stress in dogs with atopic dermatitis (AD) and to establish whether the use of vitamin E is
effective as additional treatment of AD in dogs. Twentynine dogs with AD and seventeen
healthy dogs were included in this study. Based on owners request three dogs were excluded
from the study. Dogs with AD were grouped by double-blinding into two groups. Thirteen
dogs received antihistamine fexofenadine and placebo in a form of mineral oil peroraly. The
other group of thirteen dogs received antihistamine fexofenadine and antioxidant vitamin E.
Clinical changes and pruritus were assessed during the period of 8 weeks. During each visit
skin scrapings and skin swabs for parasitological and cytological examinations were
collected. Skin samples of atopic dogs were collected at the beggining (inclusion date) and at
the end of the treatment period for immunohistochemical determination of 3—nitrotyrosine and
inducible nitric oxide synthase (iNOS). The statistical results of our study have shown
significant reduction of pruritus during treatment in both AD groups, suggesting that this was
effect of antihistamine fexofenadine and not of vitamin E. Improvement of clinical signs was
significantly better in group treated with vitamin E in comparison to group treated with
placebo, suggesting beneficial effect of vitamine E. Number of cocci and yeast slightly varied
in both groups (placebo and vitamin E) but was not statistically significantly different
between groups. Similarly, there was no effect of treatment on intensity of 3-nitrotyrosin
imunohistochemical staining. There were no noticable differences between sexes when
treating with vitamin E. In conclusion, our study disproved the hypothesis that vitamin E
treatment of AD influences expression of inducable nitric oxide synthase as monitored by
immunohistochemical staining of 3-nitrotyrosine. The hypothesis that the use of vitamin E in
dogs with AD is beneficial has been partly proved as the treatment with vitamin E improved
clinical signs, but did not reduce the pruritus, number of cocci or yeast on skin of abdomen

and skin of ear canals in dogs in comparison to placebo group.
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SEZNAM OKRAJSAV IN SIMBOLOV

AD Atopicni dermatitis

APC Antigen predstavitvene celice

DNP Dinitrofenilhidrazon

DNPH Dinitrofenilhidrazin

CADESI -03 angl., Canine Atopic Dermatitis Extent Severity Index
CAT Katalaza

CCE Porozenel celi¢ni ovoj

CCL5 Kemokini ligand 5

CCL 17 Kemokini ligand 17

CCL 22 Kemokini ligand 22

CCL 27 Kemokini ligand 27

DC Dendriti¢ne celice

dDC Dermalne dendriti¢ne celice

DNK Deoksiribonukleinska kislina

EDC Epidermalni diferenciacijski kompleks

GM - CSF Spodbujajoc¢i dejavnik za kolonije granulocitov
GPX Glutationska peroksidaza

H,0, Vodikov peroksid

HOCI Hipoklorna kislina

IDEC Vnetne dendriti¢ne epidermalne celice

IL-1 Interlevkin 1
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Xi

oS Oksidativni stres

RNS Reaktivne dusSikove zvrsti

ROS Reaktivne kisikove zvrsti
SCORAD angl., SCORing Atopic Dermatitis
SOD superoksidna dismutaza

TEWL Prekokozna izguba vode

TNF —a Tumorje nekrotizirajoci faktor alfa
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1. UvOoD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Koza je organ, ki prekriva in §¢iti telo. Ima mnogo funkeij (Scott in sod., 2001, Darlenski in
sod., 2009), predvsem pa predstavlja pregrado, ki preprecuje prekomerno izgubo vode in
elektrolitov iz organizma, ter hkrati preprecuje vstopanje snovem iz okolja (Tsuruta in sod.,
2002, Feingold in Denda, 2012). Njeno delovanje lahko oslabijo Stevilni notranji in zunanji
dejavniki, kot so podnebne razmere, fizi¢ni stres in Stevilne sistemske ter kozne bolezni

(Darlenski in sod., 2009).

Oslabljena kozna pregrada ima pomembno vlogo pri nastanku atopi¢nega dermatitisa (AD)
pri psih (Howell in sod., 2007; Jensen in sod., 2009). AD je genetsko pogojeno vnetno in
srbece alergijsko obolenje koze z znacilnimi klini¢nimi znaki, povzrofenimi z razvojem

protiteles tipa IgE na alergene iz okolja (Bonnes in Bieber, 2007).

Do vnetja koze pri AD pride zaradi infiltracije limfocitov, monocitov in eozinofilnih
granulocitov. Aktivirane vnetne celice sproscajo citokine, reaktivne kisikove zvrsti (angl.,
reactive oxigen species, ROS) in reaktivne duSikove zvrsti (angl., reactive nitrogen species,
RNS) (Portugal in sod., 2007). ROS in RNS so oksidanti, pri preveliki koli¢ini le-teh v
primerjavi z antioksidanti, se porusi ravnovesje med njimi, kar vodi v oksidativni stres (angl.,
oxidative stress, OS) (Motta in sod., 2009). Obicajno imajo le malo vpliva na organizem
zaradi odziva antioksidantne znotrajceli¢cne zas¢ite (Valko in sod., 2007; Trouba in sod.,
2002). OS je vpleten v patogenezo Stevilnih bolezni, med njimi tudi v AD pri ljudeh (Tsuboi
in sod., 1998; Briganti in Picardo, 2003; Tsukahara in sod., 2003) in pri psih (Plevnik in sod.,
2012).

V skupino RNS in ROS spadajo prosti radikali, zaradi katerih pride do verizne reakcije in
oksidacije predvsem mascob, proteinov in deoksiribonukleinske kisline (DNK) (Droge,
2002). Posledice poskodb DNK vodijo v nastanek mutacij genov, napacnih zdruzitev verig v
vijacnici, prekinitev enojnih ali dvojnih verig DNK in celiéno smrt (Poulsen, 2005).
Oksidacija proteinov je posledica slabSega delovanja encimov, medtem ko oksidacija mas¢ob

vodi v porusenje celi¢ne integritete (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).
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Organizem je v boju s prostimi radikali razvil obrambni mehanizem, sestavljen iz dveh skupin
antioksidantov. Prva je skupina antioksidantinih encimov (superoksidna dismutaza (SOD),
katalaza (CAT), glutationska peroksidaza (GPX),...) (Valko in sod., 2007) in druga
neencimskih antioksidantov (vitamin E, vitamin B kompleks,...) (Mates in sod., 1999).
Antioksidanti delujejo tako, da unicujejo superokside in proste radikale ali pa spodbudijo
mehanizme detoksikacije znotraj celice. Princip temelji na tem, da antioksidanti oddajo
elektron radikalom, ki tako postanejo neaktivni in neSkodljivi (Lykkesfeldt in Svendsen,
2007).

Vitamin E je glavni naravni neencimski antioksidant, topen v mas¢obi, ki brani koZzo pred
nezelenimi u¢inki OS (Oh in sod., 2010). Vitamin E je mocno prisoten v kozi in sicer v
celicnih membranah, kjer zagotavlja obrambo pred lipidno peroksidacijo, ki jo povzrocajo

prosti radikali (Mates in sod., 1999).

Znano je, da je OS vpleten v patogenezo Stevilnih bolezni, med njimi tudi v patogenezo AD
tako pri ljudeh kot pri psih. Nekatere raziskave pri ljudeh so pokazale vpliv peroralnega
jemanja vitamina E na zmanjSevanje patoloskih sprememb v koZi. Podobno so Stevilne
raziskave pri zivalih pokazale ucinkovito delovanje nekaterih antioksidantov na zaviranje
kozne reakcije, izzvane z zunanjimi drazljaji, ki vodijo v nastanek edema, apoptoze, lipidno
peroksidacijo, imunosupresijo in nastanek oksidativnih produktov DNK. Vendar pa nikjer v
literaturi nismo zasledili raziskav o vplivu vitamina E na citoloske in imunohistokemi¢ne

parametre OS pri psih z AD.
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1.2 CILJ RAZISKOVANJA

Namen raziskave je bil ugotoviti, ali vitamin E kot antioksidant vpliva na zmanjSanje

klini¢nih, citoloskih in imunohistokemijskih parametrov oksidativnega stresa pri psih z AD.

V raziskavi smo Zeleli ovrednotiti posamezne parametre OS in primerjati njihove vrednosti

pri psih z AD pred in med zdravljenjem z vitaminom E.

V raziskavi smo Zeleli ovrednotiti sledeCe parametre:

- Stopnjo srbeza s pomocjo numericne skale za oceno srbeza

- Obseg klini¢nih znakov s pomocjo sistema to¢kovanja CADESI - 03

- Stevilo kokov in kvasovk na kozi psov s citolosko preiskavo brisov koze

- Vsebnost trinitrotirozina (3 — NT) in inducibilne sintaze duSikovega oskida (INOS) v koZi

psov z imunohistokemi¢nim barvanjem

1.3. DELOVNE HIPOTEZE

- zdravljenje AD z vitaminom E vpliva na zmanjSevanje vsebnosti imunohistokemi¢no
obarvanega 3 — NT.

- uporaba vitamina E je u¢inkovita in smiselna pri zdravljenju AD pri psih
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2. PREGLED LITERATURE

2.1 Atopicni dermatitis

AD je genetsko pogojeno vnetno in srbece alergijsko obolenje koze z znacilnimi klini¢nimi
znaki, povzro¢enimi z razvojem protiteles IgE na alergene iz okolja. Povzroca ga kombinacija
genetskih in okoljskih dejavnikov. Bolezen je pri ljudeh v tesni Kkorelaciji z drugimi
atopicnimi stanji kot sta astma in alergijski rinitis (Bonnes in Bieber, 2007), medtem ko je
glavni tar¢ni organ pri atopiji psov koza in poglavitna klini¢na znaka sta vnetje in srbez koze.
AD je vsesplos$no prepoznano in takoj za preobcutljivostjo na bolsje pike, drugo najpogostejse
alergijsko obolenje koZe pri psih. Za to boleznijo oboleva po svetu priblizno 10 % psov
(Hillier in Griffin, 2001; Hillier, 2002; Roosje, 2005; Tarpataki in sod., 2006). Ta podatek je
samo priblizna ocena, saj veliko psov nikoli ne obis¢e veterinarja; bodisi imajo blago obliko
bolezni brez ocitnih kliniénih znakov ali pa se ti kazejo v obliki vnetja zunanjega sluhovoda,
Cesar veterinarji velikokrat ne pripisejo AD (Roosje, 2005; Favrot, 2009). Do nedavnega smo
glavno vlogo v patogenezi AD pripisovali motnjam v delovanju imunskega sistema. Danes je
jasno, da je oslabljena koZna pregrada enako pomembna pri nastanku AD pri ljudeh (Howell
in sod., 2007; Jensen in sod., 2009 ). Znano je, da je vloga kozne pregrade motena pri ljudeh z
AD, tako v na videz zdravi kozi kot tudi na spremenjenih delih koze (Sakurai in sod., 2002).

2.2 Vloga koze

Koze je organ, ki prekriva in §¢iti telo. Ima mnogo funkcij. Vloge koze so
1. Zas¢ina pregrada:

Koza §¢iti notranje okolje pred izgubo vode, elektrolitov in makromolekul ter pred vstopom in

delovanjem zunanjih kemicnih, fizikalnih in mikrobioloskih dejavnikov.
2. Gibanje in oblika:
Fleksibilnost, elasti¢nost in ¢vrstost koZze omogocajo gibanje in zagotavljajo obliko.

3. Tvorba keratiniziranih struktur
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Keratinizirane strukture so dlake, kremplji in roZena plast vrhnjice.

4. Urejanje telesne temperature:

Urejanje telesne temperature omogocajo dlake, Zile v kozi in Zleze znojnice.
5. Skladisce:

Koza je skladisce elektrolitov, vode, vitaminov, mascob, ogljikovih hidratov, proteinov in

drugih snovi.

6. Pokazatelj sploSnega zdravstvenega stanja, notranjih bolezni in vplivov topikalno

naneSenih ali drugace vnesenih snovi.
7. Fizi¢na in spolna identiteta
8. Imunska zascita

Imunsko zaséito koze predstavljajo keratinociti, Langerhansove celice in limfociti, ki koZzo

S¢itijo pred razvojem novotvorb in vztrajanjem infekcij.
9. Pigmentacja.

Tvorba melanina, oziljenost in Kkeratinizacija doloc¢ajo dolo¢ajo barvo dlake in koze.

Pigmentacija koze predstavlja zas¢ito pred soncnim sevanjem.

10. Antimikrobna aktivnost.

11. Senzori¢no zaznavanje.

Koza je primarni ¢utilni organ za dotik, pritisk, bolecino, srbenje, mraz in toploto.
12. Sekrecija: znojnih in lojnih Zlez.

13. Ekskrecija.

14. Tvorba vitamina D

(Scott in sod., 2001, Darlenski in sod., 2009).
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2.3 KozZna pregrada

Zdrava koza predstavlja pregrado, ki preprecuje prekomerno izgubo vode in elektrolitov iz
organizma, hkrati pa prepreuje vstopanje snovem iz okolja, kar omogoca Zivljenje na
kopnem (Tsuruta in sod., 2002, Feingold in Denda, 2012). Koza organizem S§Citi pred

mehanskimi, kemi¢nimi in mikrobioloskimi dejavniki (Tsuruta in sod., 2002).

2.4 Zgradba in delovanje kozne pregrade

Kozna pregrada ni staticna tvorba. Prepustnost pregrade uravnavajo razlicni notranji in
zunanji dejavniki, kot so podnebne razmere, fizi¢ni stres, Stevilne sistemske ter kozne bolezni
(Darlenski in sod., 2009). Kozi izpolnjevanje njene vloge omogoca kompleksna zgradba.
Kozno pregrado v SirSem pomenu besede predstavljata zrnata plast vrhnjice in rozena plast
vrhnjice (Darlenski in sod., 2009).

Glavne strukturne komponente kozne pregrade so:
1. Korneociti:

Korneociti so s keratinom napolnjeni ostanki keratinocitov v roZeni plasti vrhnjice (Scott in
sod., 2001). Keratinociti roZene plasti vrhnjice so zloZeni v Stevilne sloje, odvisno od dela
telesa, ki ga prekriva koza. Zagotavljajo fizicno pregrado (Menon in sod., 2012). Keratinociti
zrnate plasti vrhnjice koze proizvajajo in izlocajo lamelarna telesca, iz katerih nastanejo z
lipidi bogate lamelarne membrane. Te se v roZeni plasti vrhnjice koZe nahajajo zunajceli¢no
in skupaj s korneociti tvorijo t.i. porozZeneli celicni plas¢ (angl. cornified cell envolope).

Porozeneli plas¢ opravlja vlogo sekundarne kozne pregrade (Tsuruta in sod., 2002).
2. Korneodesmosomi:

Gradbeno celoto rozene plasti vrhnjice vzdrzujejo modificirani dezmosomi (t.i.
korneodesmosomi), ki med seboj povezujejo korneocite (Cork in sod., 2006). Delujejo kot
tesni stiki (Menon in sod., 2012). Korneodesmosomi se nahajajo v srednji plasti zrnate plasti
vrhnjice apikalno od dezmosomov, povezanih s citoskeletom in delujejo kot prva linija

obrambe proti izgubi vode (Tsuruta in sod., 2002).
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Desmosomi so programirani tako, da se preoblikujejo skozi degradacijski proces in
omogoc¢ijo deskvamacijo vrhnjega sloja korneocitov, ki so Ze obrabljeni (Menon in sod.,
2012). Ko se korneociti premikajo proti povrsju rozene plasti vrhnjice, korneodesmosome
postopoma razgradijo kozno specifi¢ne proteaze in tako se lahko nevezani korneociti luscijo s

povrs$ja koze (Cork in sod., 2006).

3. "Vsadki" lipoliti¢nih in proteoliti¢nih encimov

Encimi imajo nalogo procesiranja pregradnih lipidov in degradacije desmosomov. Njihova
naloga je, da pomagajo pri obstojecih biokemi¢nih aktivnostih v roZeni plasti vrhnjice, za

katero se je v¢asih mislilo, da je neaktivna in "mrtva” (Menon in sod., 2012).

4. IzloCena vsebina epidermalnih lamelarnih telesc v prostorih med korneociti roZene plasti

vrhnjice in zrnate plasti vrhnjice.

Lipidi rozene plasti vrhnjice koze igrajo pomembno vlogo v vlogi kozne pregrade (Wertz,
1995). V obdobju diferenciacije keratinocitov se vsebina lamelarnih telesc iztisne v
zunajcelicni prostor. Poleg lipidov se iz lamelarnih telesc v medceli¢ne prostore iztisnejo tudi
lipaze, ki porusijo zgradbo fosfolipidov in glikolipidov. Lipidi, iztisnjeni iz lamelarnih telesc,
se iz majhnih splos¢enih mehurckov transformirajo v obSirne multilamelarne lipidne plosce.
Te zapolnjujejo ve€ino medceli€nega prostora v roZeni plasti vrhnjice in omogocajo delovanje
kozne pregrade. (Wertz, 1995). Lipidi naredijo koZo propustno za dolo¢ene snovi (Menon in
sod., 2012). Vsebnost lipidov roZene plasti vrhnjice koZe se torej precej razlikuje od sestave
vecine bioloskih membran, saj jih sestavljajo holesterol (25%), ceramidi (50%) in proste
mascobne kisline (15%), medtem ko so fosfolipidi prisotni v zelo majhni koli¢ini (Groen in

sod., 2011, Feingold in Denda, 2012).

Da bi ugotavljali vlogo lipidov v prepustnosti kozne pregrade, so raziskovalci med
posameznimi meritvami povecevali vsebnost posameznih lipidov. Povisanje deleza
holesterola je zmanjSalo prepustnost pregrade, medtem ko povecanje vsebnosti ceramidov ali
prostih mascobnih kislin v eni od raziskav ni imelo posebnega uc¢inka na prepustnost (Groen
in sod., 2011). Raziskovalci so ugotavljali tudi spremembe v sestavi lipidnega sloja in
prepustnost kozne pregrade pri poskodovani ali suhi kozi. Ugotovili so, da lipidni sloj

poskodovane ali suhe koZe prepusca dvakrat ve¢ vode kot normalni (Groen in sod., 2011).
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Vse omenjene komponente so zelo pomembne za kozno pregrado (Menon in sod., 2012).

2.5 Oslabljeno delovanje kozne pregrade

Veliko dejavnikov vpliva na tvorbo kozne pregrade. Nastajanje lamelarnih telesc je pospeseno
pri manjsi vsebnosti kalcija v zrnati plasti vrhnjice, pri izrazenosti nekaterih citokinov in
rastnih faktorjev ter aktivaciji jedrnih hormonskih receptorjev (aktivirani receptorji
proliferatorja peroksisoma, jetrni receptorji X, receptorji vitamina D). Nasprotno pa dusikov
oksid, glukokortikoidi in testosteron zavirajo tvorbo koZzne pregrade. Kadar koZa ni sposobna
v zadostni meri izpolnjevati vloge kozne pregrade (na primer pri obseznih opeklinah ali
prezgodnjem rojstvu), je posledica smrt ali bolezen (kot je na primer AD ali luskavica)
(Feingold in Denda, 2012).

2.6 Oslabljeno delovanje kozne pregrade pri ljudeh in psih z AD

Pri bolnikih z AD so ugotovili gensko predispozicijo za povecano proizvodnjo t.i.
himotripticnega encima v rozeni plasti vrhnjice koze. Ta proteazni encim povzro¢i zgodnje
cepljenje korneodezmosomov, kar vodi v oslabitev kozne pregrade. Na povecano proizvodnjo
himotripticnega encima lahko vplivajo tudi nekateri zunanji dejavniki, kot sta na primer
pogosto umivanje koZe z detergenti ali dolgotrajno zdravljenje z glukokortikoidi. Vendarle
razgradnjo korneodezmosomov ne pospeSujejo le endogene proteaze. Tudi vnetne celice, Ki
pri AD v povecanem Stevilu migrirajo v vneto kozo, proizvajajo proteaze. Poleg tega je
rozena plast vrhnjice izpostavljena mnogim eksogenim proteazam iz okolja, ki jih proizvajajo

bakterije (na primer Staphylococcus aureus) in hisne prsice (Cork in sod., 2006).

Podobno kot pri ljudeh je bila tudi pri psih z AD dokazana motnja v delovanju kozne
pregrade. Oslabljeno delovanje pregrade se kaze v nenormalni strukturi znotrajcelicnih
lipidnih lamel roZene plasti vrhnjice, nadalje v nenormalni morfologiji celic roZene plasti
vrhnjice, v zmanjSani in nenormalni vsebnosti ceramidov, pri nekaterih psih pa tudi v

nenormalni izrazenosti proteina filagrina. Zaradi nastetih sprememb prihaja do vecje izgube
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vode iz koze pri psih z AD v primerjavi z zdravimi. Zaenkrat Se ni znano, ali so opazovane

spremembe pri psih primarne (genetskega izvora) ali sekundarne (posledica atopi¢nega vnetja

koze) (Olivry T., 2011).

2.7 Ocenjevanje delovanja kozne pregrade

Danes poznamo mnogo neinvazivnih metod, ki jih uporabljamo za ocenjevanje vloge kozne
pregrade. Kvantitativni parametri, s pomocjo katerih opisujemo vlogo kozne pregrade, so t.i.
Prekokozna izguba vode (angl., Transepidermal Water Loss, TEWL), hidracija roZzene plasti
vrhnjice in kislost povrSine koZe. Delovanje koZne pregrade objektivno vrednotimo z
merjenjem prekokozne izgube vode. TEWL je obcutljiva, pogosto uporabljena metoda za
ocenjevanje Skodljivih vplivov razliénih dejavnikov na delovanje kozne pregrade pri Stevilnih
dermatozah (Tupker, 1997). Za neposredno merjenje TEWL se uporablja neinvazivni
instrument imenovan evaporimeter (Nonato in Lund, 2001). TEWL omogoca odkrivanje
motenj kozne pregrade tudi v zgodnjih fazah bolezni, Se preden so opazni klini¢ni znaki.
Normalna koza namre¢ dovoljuje izgubo le majhnih koli¢in vode. V primeru bolezni, na

primer pri AD, je izguba vode ve¢ja (Miindlein in sod., 2008).

Na voljo so t.i. odprta, zaprta in ventilacijska metoda merjenja TEWL (angl., open chamber,
closed chamber, ventilated chamber). Odprta metoda se uporablja za merjenje integritete
kozZne pregrade. Zaprta metoda se uporablja za merjenje prepustnosti pregrade. Ventilacijska
metoda se uporablja za spremljanje bolezni (kot je AD) in merjenje uc¢inkov vneSenih zdravil
(Darlenski in sod., 2009). Odprta metoda ne moti naravnega izhlapevanja vode iz koze in
omogoca dolgotrajno merjenje, vendar pa je v primerjavi z zaprto metodo izredno obcutljiva
na gibanje zraka (Mdindlein in sod., 2008). Na rezultate merjenja TEWL lahko vplivajo
Stevilni zunanji in notranji dejavniki, kot so starost, anatomsko mesto, temperatura koze,
znojenje, konvekcija zraka, temperatura zunanjega okolja, vlaznost, neposredna svetloba, letni
¢as in cirkadiani ritem. Princip merjenja TEWL temelji na pomikanju zraka, ki vsebuje vodo,
vzdolz dveh senzorjev znotraj merilne glave. Termo- in hidrosenzorji sprejemajo podatke, ki
jih procesira mikroprocesor. Vrednost TEWL je najpogosteje izrazena v g/m?/h (Darlenski in
sod., 2009).
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2.8 TEWL pri ljudeh z AD

V veé raziskavah so ugotovili povecan TEWL pri ljudeh z AD v primerjavi z zdravimi
(Sakurai in sod., 2002; Gupta in sod., 2008). Vrednosti TEWL so bile povecane pri pacientih
z AD, ne pa tudi pri pacientih z drugimi alergijskimi stanji. Vrednosti TEWL so se
povecevale skladno z obseznostjo AD (Gupta in sod., 2008). Pri bolnikih z ozdravljenim AD
se vrednosti TEWL niso razlikovale od vrednosti pri zdravih ljudeh (Sakurai in sod., 2002).
Vrednosti prekokozne izgube vode se razlikujejo pri pacientih z AD z nepoSkodovano kozo
od tistih z AD in poSkodovano kozo. To nakazuje, da pri pacientih z AD, ki nimajo poSkodb

na kozi, ni prisotna okvarjena vloga kozne pregrade (Matsumoto in sod., 2000 ).

2.9 Vloga mutacije genov pri patogenezi AD

Poleg Ze opisane pomembne vloge lipidov pri ohranjanju vloge kozne pregrade pri ljudeh
raziskovalci ugotavljajo tudi pomembno vlogo proteinov (Howell in sod., 2007). Pri ljudeh z
AD so ugotovili mutacije v nekaterih genih, ki so povezani tako s poSkodovano kozno
pregrado kot z motenim imunskim odzivom. Med geni, pri katerih so ugotavljali spremembe
pri ljudeh s kroni¢nim AD, so Stevilni epidermalni diferenciacijski kompleksi (angl.,
Epidermal Differentiation Complex, EDC) in geni terminalne diferenciacije. Geni za kozno
diferenciacijo dolo¢ajo nenormalni fenotip, ki je prisoten ze od rojstva, torej pred pojavom
klini¢ne oblike bolezni. Geni, ki kodirajo glavne terminalne diferenciacijske proteine, imajo
pri ljudeh z AD pogosto znizano raven izrazanja v primerjavi z zdravimi ljudmi (Suarez-
Farifiaz in sod., 2011). EDC kodira strukturne proteine in encime, ki nadzorujejo zunajceli¢ni
lipidni metabolizem, molekule, ki povzro¢ajo adhezijo celic in encime, ki

spreminjajo/modificirajo proteine (Yu in Lin, 2006).

2.10 Filagrin
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EDC je skupina genov, ki kodira Stevilne proteine, vkljucene v delovanje kozne pregrade.
Med njimi je tudi filagrin (Howell in sod., 2007). Filagrin je protein, ki igra klju¢no vlogo pri
nastajanju t.i. porozenelega celinega ovoja (angl., Cornified Cell Envelope; CCE),
pomembnega za ucinkovitost kozne pregrade. Filagrin se namre¢ veZe in je odgovoren za
agregacijo keratinocitov, kar povzroci sesedanje citoskeleta in tvorbo korneocitov. Korneociti
se nato s pomocjo transglutaminaz med seboj moc¢no povezejo in tvorijo CCE (Candi in sod.,
2005). Prekurzor filagrina je profilagrin. Profilagrin se v keratinocitih nahaja v keratohialinih
zrneih, kar zrnati plasti vrhnjice daje tipicen histoloski videz (O'Regan in sod., 2008). Med
procesom diferenciacije se profilagrin defosforilizira in deli na mnogo 37-kd podenot
filagrina, ki se agregirajo v keratinskem citoskeletu, ki formira gost proteinsko-lipiden
matriks. Monomeri filagrina se naprej degradirajo v t.i. naravne dejavnike vlage (angl.,
Natural Moisturizing Factors, NMF), ki so pomembni za ohranjanje hidracije koze in
normalnega pH koze (Kabashima K., 2012, O'Regan in sod., 2008).
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2.11 Vloga filagrina pri misih

V raziskavi, ki so jo opravili na misih s pomanjkanjem filagrina v kozi, so ugotovili normalno
vsebnost vode v rozeni plasti vrhnjice pri vseh misih, ki so imele zdravo kozo. Hidracija koze
je bila spremenjena pri liniji miSi s povecano vsebnostjo protiteles IgE v serumu in z
delecijsko mutacijo gena za filagrin (angl., Flaky tail/matted mice). Ceprav te misi niso bile
povsem brez filagrina, je pri njih prihajalo do spontanega pojava vnetja koze. Pred pojavom
vnetja koze so bile vrednosti hidracije rozene plasti vrhnjice normalne, prav tako so bile
normalne tudi vrednosti TEWL. Po pojavu vnetja koZe so se vrednosti spremenile, povecala
se je TEWL, zmanjSala pa se je hidracija roZene plasti vrhnjice. S to raziskavo so dokazali, da
sta pove¢ana TEWL in zmanjSana hidracija rozene plasti vrhnjice koze posledici vnetja koze
(Kawasaki in sod., 2012).

2.12 Vpliv mutacije genov na razvoj vnetne reakcije koze

Degeneriran filagrin povzro¢a oslabljeno kozno pregrado, posledi¢ni vdor alergenov, tvorbo

citokinov in vnetno reakcijo.

Filagrin ima pomembno vlogo pri ohranjanju nemotene prepustnosti rozene plasti vrhnjice in
s tem pri prepre¢evanju vdora alergenov (Kawasaki in sod., 2012). Pri ljudeh z AD moteno
delovanje kozne pregrade omogoCi vdor alergenov. Alergeni se v kozi sreCajo z
Langerhansovimi celicami (angl., Langerhans Cells, LC), vnetnimi dendriticnimi
epidermalnimi celicami (angl. Inflammatory Dendritic Epidermal Cells; IDEC) in dermalnimi
dendriticnimi celicami (angl. Dermal Dendritic Cells; dDC), kar povzroci aktivacijo
limfocitov Th2 (Gittler in sod., 2012; Girolomni in sod. 2001, Guttman — Yassky in sod.,
2011).
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2.13 Alergijska reakcija

Ko pride do srecanja z alergenom, se zgodita dva pomembna dogodka.

V prvi fazi je pomembna senzibilizacija, kjer antigen predstavitvene celice (angl., Antigen
Presenting Cells, APC) prvi¢ "prevzamejo" alergen in migrirajo do bezgavk. Tam se srecajo s
primarnimi celicami T in povzro€ijo preobrazbo celic T v efektorske in spominske celice T.
Posledi¢no pride do proizvodnje za alergen specificnih imunoglobulinov, (npr IgE), ki
pripomorejo k vecji obrambi ob naslednjem sre¢anju z antigenom (von Bubnoff in sod.,
2001).

V drugi fazi se protitelesa drugi¢ srecajo z alergenom, kar povzro€i sprozitev niza vnetnih
reakcij. Spominske celice T in specifi¢ni imunoglobulini (npr. IgE), ki so vezani na povrsino
APC, se hitro odzovejo na Ze znano antigensko strukturo alergenov in sprozijo kaskado, ki

vodi do kroni¢ne vnetne reakcije (von Bubnoff in sod., 2001).

Proces alergijske senzibilizacije je odvisen od razli¢nih celi¢nih komponent imunskega
sistema skupaj s citokini. Atopi¢na bolezen je povezana s poviSanjem koncentracije skupnih
IgE v plazmi, ¢emur prispevajo tudi alergensko specificni IgE. Proizvodnjo IgE nadzirajo
celice T, ki proizvajajo sorodna in nesorodna sporocCila za celice B, te pa izlocajo razlicne
citokine, znacilne za »pro-alergijski« (tip 2) fenotip. Poleg sprozanja humoralnega imunskega
odziva citokini tudi kontrolirajo in uravnavajo funkcijsko stanje efektorskih celic (kot so
eozinofilni granulociti, bazofilni granulociti in mastociti). Aktivirane efektorske celice
proizvajajo dodatne koli¢ine citokinov, vklju¢no z interlevkinom 4 (angl., Interleukin 4, 1L-4)
in interlevkinom 5 (angl., Interleukin 5, IL-5), ki pomagajo ohranjati alergijski imunski odziv.
Kaskada je na ta na¢in samoohranjujoc¢a. Molekule IgE, na katere se veZejo alergeni, dodatno

aktivirajo celice T, ki izlo¢ajo citokine (Daser in sod., 1995).

Cas, ki je potreben, da se pokaZejo klini¢ni znaki alergijskih reakcij, je zelo razliden.
Spreminja se od nekaj minut pri tipu | alergijske reakcije pa do 48 ur pri zakasnelem tipu

alergijske reakcije (von Bubnoff in sod., 2001).
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Ustvarjanje aktivnih primarnih citokinov interlevkina la (angl., Interleukin 1a, IL-1a) in
interlevkina 1b (angl., Interleukin 1b, IL-1b) iz njihovih neaktivnih prekurzorjev vodi v t.i.
kaskado citokinov, ki je primarni vzrok vnetja pri pacientin z AD. Sekundarni vzrok vnetja
predstavlja stalen vdor antigenov skozi poSkodovano kozno pregrado, kar vodi v prevladujoci

infiltrat vnetnih celic Th2 (Kezic in sod., 2012).

Prisotnost degeneriranega filagrina pri ljudeh dokazano poveCuje tveganje za nastanek
ekcema. Nedavno sprejeta hipoteza predlaga mehansko razumevanje patogeneze ekcema, do
katerega privede pojav dedne napake v kozni barieri. Ta se med drugim kaze v oslabljeni
obrambi vrhnjice pred alergeni in mikrobi, tej pa sledi polariziran Th2 limfocitni odziv s

posledi¢nim kroni¢nim vnetjem ter imunskimi reakcijami (Kezic in sod., 2012 ).

Prisotnost mutiranega filagrina vodi tudi v zmanjSanje NMF rozZene plasti vrhnjice in
posledi¢no v poviSanje pH rozene plasti vrhnjice. Pri atopi¢nih bolnikih z izraZeno mutacijo
gena za proizvodnjo filagrina so v rozeni plasti vrhnjice koze ugotovili povisane vrednosti
interlevkina 1 (angl., Interleukin 1, IL-1). Te vrednosti so bile obratno sorazmerno povezane z
vrednostmi NMF. Glede na to, da visji pH aktivira aktivnost proteaz, so raziskovalci vzrok za
povecano nastajanje in izloCanje provnetnih citokinov IL-1a, IL-1b, interlevkina 18 (angl.,
Interleukin 18, IL-18) in receptorja antagonista interlevkina 1 (angl., Interleukin - 1 Receptor
Antagonist, IL-IRA) pripisali visSjemu pH v keratinocitih atopi¢nih bolnikov z ugotovljeno
degeneracijo filagrina v primerjavi z atopi¢nimi pacienti, Ki so imeli normalen protein (Kezic
in sod., 2012).

2.14 Vpliv delovanja citokinov Th2 na zmanjSano diferenciacijo keratinocitov in

zmanjSano izrazenost filagrina

Citokini zavirajo diferenciacijo keratinocitov in vplivajo na zmanjsano izrazanje filagrina ter

tako povecujejo poskodbe kozne pregrade.

Ceprav genetske $tudije nedvomno dokazujejo, da je gen, ki kodira filagrin, udelezen pri
motenem delovanju kozne pregrade in tako lahko privede do pojava ekcema, je v patogenezi

bolezni pri ljudeh Se veliko nerazjasnjenega zlasti glede bioloskih in fizikalno-kemiénih



15

M. Zarnik, U. Lampreht: Vrednotenje vpliva oksidativnega ... imunohistokemi¢nega... v bioptih koze.
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Raziskovalna naloga

procesov, ki sodelujejo na poti od mutiranega genetskega zapisa do klini¢nega izrazanja
vnetnih koznih sprememb in dovzetnosti za druge klini¢éne manifestacije AD (O'Regan in
sod., 2008).

Nedavne genetske raziskave pri ljudeh so pokazale, da imajo mutacije gena, ki kodira filagrin,
za posledico moteno delovanje kozne pregrade. Vendar pa so to gensko okvaro odkrili le pri
eni tretjini ljudi z AD. Ker pa ima vecina ljudi z AD moteno delovanje kozne pregrade,
morajo biti prisotni dodatni mehanizmi, ki spremenijo izrazanje filagrina in integriteto kozne
pregrade (Palmer in sod., 2006; Weidinger in sod., 2006; Marenholz in sod., 2006). Pri akutni
obliki AD so ugotovili pretirano izrazanje Th2 citokinov interlevkina 4 (angl., Interleukin 4,IL
—4) in interlevkina 13 (angl., Interleukin 13, IL-13). Raziskovalci so dokazali, da omenjena
citokina zavirata izrazanje filagrina v porozZenelih celicah koZe. Ugotovili so manjSo
izrazenost filagrina celo pri keratinocitih, ki so bili ze diferenciirani. Rezultati te raziskave
kazejo, da je pomanjkanje filagrina pri bolnikih z AD najverjetneje posledica delovanja Th2
citokinov. Nevtralizacija IL-4 in IL-13 bi bila torej pri zdravljenju bolnikov z AD smiselna,

saj bi lahko izboljsala integriteto koZne pregrade (Howell in sod., 2007 ).

Za stanje koze pri pacientih z akutno obliko AD je torej znacilno pretirano izrazanje Th2
citokinov IL-4 in IL-13. Sama prisotnost IL-4 in IL-13 pa tudi vpliva na izrazanje filagrina,
saj med diferenciacijo filagrina iz profilagrina povzroci zaviranje njegovega izrazanja. Tako
lahko domnevamo, da so za pomanjkanje filagrina pri pacientih z AD krivi citokini Th2
(M.D. Howell in sod., 2007). Citokini IL-4, IL-13 in interlevkin 22 (angl., Interleukin 22, IL —
22), ki jih proizvajajo limfociti Th2 in Th22 zavirajo kon¢no diferenciacijo keratinocitov in na

ta nacin pripomorejo k poSkodbam kozne pregrade pri bolnikih z AD (Gittler in sod., 2012).

2.15 Srbez v patogenezi AD

Celice Th2 proizvajajo tudi citokine interlevkin 31 (angl., Interleukin 31, IL — 31), ki
spodbujajo srbez in preko keratinocitov zmanjsujejo izrazanje filagrina (Kabashima, 2013).

Srbez je eden izmed glavnih simptomov AD. Praskanje povzro¢i mehansko poskodbo,
posledica je proizvodnja provnetnih citokinov IL-1, IL-18, tumorje nekrotizirajocega faktorja
alfa (angl. Tumor necrosis factor alpha, TNF-0) in spodbujajo¢ega dejavnika za kolonije
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granulocitov (angl., Granulocyte Macrophage Colony — Stimulating factor, GM-CSF) ter
kemokinih ligandov 27 (angl., Chemokine (C — C motif) ligand 27, CCL27). Posledi¢no
kemokini ligandi (CCL1, CCL11, CCL18, CCL22, CCL26 in CCL27) v sodelovanju z
adhezijskimi molekulami privabljajo levkocite v kozo. V kozi se razli¢ni tipi levkocitov
aktivirajo na razli¢ne nacine:

1. Spominske T celice se sreCajo z za njih specificnimi antigen-alergeni ali bakterijskimi
superantigeni.

2. Epitelijski citokini naro¢ajo DC, da spodbudijo Th2 celi¢no diferenciacijo

3. DC vezejo antigen specificne IgE komplekse in tako ujamejo antigen ter imajo mocne
sposobnosti predstavitve antigena.

4. Antigen specificni IgE kompleksi sprozijo agregacijo Fce receptorjev in aktivirajo
mastocite

5. Efektorski citokini (IL-4 in 1L-13) aktiviranih TH2 celic zavrejo proizvodnjo antimikrobnih
peptidov. Virusi, glive in bakterije (npr. S. aureus) izkoristijo priloznost zmanjSanih
antimokrobnih peptidov v kozi atopi¢nih posameznikov, kolonizirajo koZo in sprostijo
provnetne snovi (superantigene, proteoglikane, lipoteihoi¢no kislino), kar vpliva na aktivacijo
levkocitov. Aktivacija levkocitov se kaze v sprosanju vnetnih mediatorjev, vklju¢no z
efektorskimi citokini (IL-31) in proteazami (triptazami), kar skupaj z nevropeptidi, ki jih

pogojuje stres, ojaca signale srbenja (Horney in sod., 2006).

V raziskavi, kjer so ekspirementalno povzrocili poskodbe kozne pregrade (z nanaSanjem
acetona na kozo in drgnjenjem ali z odstranjevanjem roZene plasti vrhnjice s pomocjo
samolepilnega traku, kar je povzroCilo lipidno ekstrakcijo oziroma fizicno odstranitev
pregrade) so ugotovili povecano vdiranje antigenov v kozo in vzdrazeno stanje imunskega
sistema. Drgnjenje z acetonom je povzroCilo spro$¢anje Thl kemokinov, vkljuéno z
kemokinim ligandom 9 (angl. Chemokine (C — X — C motif) ligand 9, CXCL9) in kemokinim
ligandom 11 (angl., Chemokine (C — X — C motif) ligand 11, CXCL11), odstranjevanje celic s
samolepilnim trakom pa je povzrocilo spros¢anje Th2 kemokinov, vklju¢no z CCL17, CCL22
in CCL5. Obe metodi spodbudita proizvodnjo dejavnikov takojsnjega imunskega odziva, kot
so TNF-a, IL-1a, IL-1b, IL-8 in GM-CSF. Poskodovana koZna pregrada je bila povezana s
povisano vsebnostjo LC in dDC v kozi ter prehodno aktivacijo T limfocitov (Gittler in sod.,
2012).
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2.16 Vloga oksidativnega stresa pri AD

Za vnetje koZe pri AD je znacilna intenzivna infiltracija limfocitov, monocitov in eozinofilnih
granulocitov. Aktivirane vnetne celice sproséajo citokine, ROS in RNS (Portugal in sod.,
2007), kar prispeva k razvoju rdecine, otekline, vnetja, preobcutljivosti in keratinizacije koze
pri AD (Nachbar in Korting, 1995). Vezava alergena z IgE, pripetih na mastocite v kozi,
sprozi kopi¢enje ROS in posledi¢no degranulacijo mastocitov. Pri tem se v okolno tkivo
sprostijo velike koli¢ine biogenih aminov, ki prispevajo k vnetju (Mate in sod., 2000).
Cirkulirajo¢i polimorfonuklearni levkociti ljudi z AD so hiperaktivni in povecano spro$c¢ajo
ROS. To vodi v posledi¢ne oksidativne poskodbe koze in Sirjenje vnetja (Briganti in sod.,
2003; Omata in sod., 2001).

ROS in RNS v stanju homeostaze torej sodelujejo pri urejanju celi¢nih funkcij in delujejo kot
mediatorji in sporocilne molekule (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Citokini in rastni faktorji
npr. lahko specifiéno spodbudijo nastanek superoksidnega radikala (O,") in vodikovega
peroksida (H20-), ki igra vlogo sekundarnega mediatorja pri uravnavanju redoks statusa
posameznih komponent sporocilnih poti, kot so receptorji rastnih faktorjev, proteini Ras,
proteinske kinaze, proteinske fosfataze in prepisovalni dejavniki (Briganti in sod., 2003). Po
drugi strani pa lahko prekomerna koncentracija O, ali H,O, premakne redoks celi¢no
ravnoteZje v stanje, ki vodi v oksidativne poskodbe in mehanizme apoptoze (Briganti in sod.,
2003).

Oksidativni stres je vpleten v patogenezo Stevilnih bolezni, med njimi dokazano tudi v
patogenezo AD pri ljudeh (Tsuboi in sod., 1998; Briganti in Picardo, 2003; Tsukahara in sod.,
2003) in pri psih (Plevnik in sod., 2012). Znana je klju¢na vloga beljakovin PPAR (angl.
peroksisom proliferator activated receptors), ki vodi v prekomerno aktivacijo aktivator
proteina 1 (angl. Activator Protein 1, APl) in posledicno poveCano nastajanje

(hiperprodukcijo) vnetnih citokinov keratinocitov pri AD (Briganti in sod., 2003).
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2.17 Oksidativni stres pri ljudeh z AD

Raziskovalci so ugotovili, da pri ljudeh z AD Ze v Casu pred pojavom klini¢ne oblike bolezni
nepretrgoma prihaja do oksidativnih poskodb proteinov, kar s¢asoma napreduje v klini¢no
obliko bolezni z vnetjem koze. Predpostavili so, da oksidativne poSkodbe proteinov
pripomorejo k oslabitvi delovanja kozne pregrade, kar posledicno privede do povecanega
vdora alergenov in njihove vezave na antigen-prezentirajo¢e celice v kozi (LC in DC).
Produkti (aldehidi, 4-HNE), ki nastanejo pri oksidaciji nenasi¢enih mas¢obnih kislin z ROS,
dokazano izsusijo kozo, kar je eden od glavnih znakov AD. Ve¢ raziskovalcev je ugotovilo,
da OS pogosteje nastane v bolj povrSinskih slojih koze, ki so tudi bolj izpostavljeni zunanjim
vplivom. V kozi zdravih oseb so dokazali nastajanje dinitrofenilhidrazona (DNP) iz
dinitrofenilhidrazina (DNPH) vendar v manjSem obsegu, kar dokazuje, da do pojava OS
prihaja tudi pri zdravih osebah zaradi stalnih Skodljivih vplivov okoljskih dejavnikov (na
primer UV Zarki) (Niwa in sod., 2003). Zunanji izvor ROS so ionizirajo¢a in neionizirajoca
sevanja, onesnazen zrak, ozon, kemikalije in razli¢ni toksini. Prav tako lahko nekatere diete z
neustreznimi koli¢inami hranilnih snovi posredno vodijo v OS zaradi negativnega vpliva na

celicne obrambne mehanizme (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).

2.18 Nastanek oksidativnega stresa

OS je stanje poruSenega ravnovesja med koli¢ino oksidantov in antioksidantno kapaciteto v
organizmu. Oksidanti so ROS in RNS, ki fiziolosSko ves cas nastajajo v mitohondrijih (v
procesu aerobnega metabolizma nastajata superoksidni anion in vodikov peroksid), v
aktiviranih fagocitih (dusSikov oksid, hipoklorna kislina in superoksidni anion), v
peroksisomih, ki razgrajujejo mascobne kisline in druge snovi (vodikov peroksid), v jetrnih
celicah pri oksidaciji Stevilnih endogenih in eksogenih spojin s pomoc¢jo citokromov P—450
ter pod vplivom ultravijolicnega (UV) in ionizirajocega sevanja (Khansari in sod., 2009;
Klauning in sod., 2010, Cerutti in sod., 1994). K nastanku ROS prispevajo tudi nekateri
mikroorganizmi, ki imajo sposobnost neposredne oksidacije (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).

Ponavadi ima prisotnost ROS malo posledic zaradi hitrega odziva antioksidantne
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znotrajceli¢ne zascCite. Nastajanje ROS in RNS urejajo encimi, kot je na primer sintaza
dusikovih oksidov (angl. Nitrogen oxide synthase, NOS) in nikotinamin adenin dinukleotid
fosfat (NAD(P)H). Povecana proizvodnja ROS (ki se zgodi zaradi mitohondrijske transportne
verige elektronov ali pretirane stimulacije NAD(P)H) pa lahko vodi v nastanek OS (Valko in
sod., 2007; Trouba in sod., 2002).

2.19 Reaktivne kisikove in duSikove zvrsti

Med RNS Stejemo dusikov oksid (NO®) in peroksinitrit (OONO") (Halliwell in Cross, 1994;
Halliwell in Gutteridge, 1999), med ROS pa vodikov peroksid (H»0,), singletni kisik (*O5),
hipoklorno kislino (HOCI) in proste radikale, kot na primer superoksidni radikal (O,"),
hidroperoksidni radikal (OH;"), hidroksilni radikal ("OH) in nekatere druge (Halliwell in
Cross, 1994; Halliwell in Gutteridge, 1999). Prosti radikali so atomi, ioni, molekule ali
njihovi deli, oziroma katerakoli kemicna vrsta, ki je sposobna obstajati samostojno in, ki ima
vsaj na enem od energetskih nivojev en nesparjen elektron (Suput in Kamarié, 2003; Wink in
sod.,1996; Halliwell in Gutteridge, 1999). Zaradi prisotnosti neparnega elektrona so prosti
radikali nestabilne, zelo reaktivne molekule, ki z lokalnim delovanjem (kar je bodisi
oddajanje bodisi sprejemanje elektrona od drugih molekul) dosezejo bolj stabilno kemicno
stanje. Vecina molekul, s katerimi prosti radikali reagirajo, nima teh lastnosti. Reakcija
radikala z »neradikalom« (vse bioloske makromolekule, kot so lipidi, proteini, nukleinske
kisline, ogljikovi hidrati in ostale molekule) sprozi verizno reakcijo nastajanja novih prostih
radikalov, ki zopet reagirajo z drugimi molekulami. VeriZzna reakcija se tako nadaljuje, pri

¢emer lahko pride do oksidativnih poSkodb tar¢nih molekul (Droge, 2002).

Celi¢ne makromolekule, kot so DNK, proteini in lipidi, so glavne tare oksidacije. Poskodbe
DNK vodijo v mutacije genov, napa¢ne zdruZitve verig v vijacnici, prekinitve enojnih ali
dvojnih verig DNK in kon¢no v celicno smrt (Poulsen, 2005). Oksidacija proteinov vodi v
slabSe delovanje encimov. Oksidacija mascob, posebej nenasi¢enih mascobnih kislin, ki so
dovzetne za oksidacijo in so del celicnih membran, vodi v porusSenje celicne integritete

(Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).
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2.20 Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je vrsta kemijskih reakcij, ki vkljuCujejo oksidativno poskodbo
nenasi¢enih mascobnih kislin. Ker bioloski sistem vsebuje nezanemarljive koliCine kisika in
nenasic¢enih maSc¢obnih kislin, lipidna peroksidacija z razbitjem celi¢nih struktur pomembno
sodeluje v etiologiji mnogih bolezni. Povecan vnos antioksidantov lahko prepreci lipidno

peroksidacijo in vivo (Duthie, 1993).

Za nastanek lipidne peroksidacije so odgovorni prosti radikali. Kot smo ze omenili, so to
reaktivne molekule s prostim elektronom, ki nastajajo v procesu aerobnega metabolizma.
Primer je superoksidni radikal (O,- ) ki nastane s sprejemanjem dodatnega elektrona na
molekulo Kisika (O, + e- = O,-) (Duthie, 1993).

Superoksidni radikal nastane z izgubo elektronov v mitohondrialni dihalni verigi. Prosti
kisikovi radikali nastanejo z oksidacijo nekaterih sladkorjev, vklju¢no z glukozo in tioli
(Halliwell, 1991). Drugi izvor prostih Kisikovih radikalov so fagocitne celice, makrofagi in
monociti, ki zaradi povecanega privzema Kkisika v zunajceli¢no tekoc¢ino izlocajo vecje
koli¢ine O,-. Pri reakciji dizmutacije, ki je lahko neencimska ali pa jo katalizira SOD, se O,
pretvori v vodikov peroksid (H;0,). V prisotnosti Zelezovih ali bakrovih ionov vodikov
peroksid lahko reagira z O- , pri ¢emer nastane visoko reaktivni hidroksilni radikal (OHe)
(Duthie, 1993).

OHe lahko povzroca poskodbe Stevilnih bioloSkih molekul, kot so proteini, tioli (organske
skupine, ki imajo funkcionalno skupino iz Zveplovega atoma, na katero je vezan vodik -SH)
in nukleinske kisline. Hidroksilni radikal z odvzemom vodikovega atoma nenasi¢enim
mascobnim kislinam sprozi proces lipidne peroksidacije. Potencialni sprozilec lipidne
peroksidacije so tudi cigaretni dim, onesnazevalci, halogenirani ogljikovodiki in ionska
radiacija ) (Duthie, 1993).

Odvzem vodikovega atoma (s strani prostega radikala) nenasi¢enim mascobnim kislinam vodi
do verizne reakcije, pri cemer nastaja ve¢ kot 60 endogenih produktov, od katerih so Stevilni

citotoksi¢ni (Esterbauer in sod., 1991).

Reakcijo lipidne peroksidacije lahko Ze v manjSih koncentracijah zaustavijo ali preprecijo
antioksidanti (A:H) (Duthie, 1993).
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A+ je mnogo manj reaktiven in tako potencialno manj nevaren radikal. Ce je kapaciteta
antioksidantov mo¢no zmanjsana, lahko pride do hudih poSkodb celic in tkiv. Kapaciteta
antioksidativnega obrambnega sistema je odvisna od vnosa antioksidantov s hrano (Duthie,
1993).

2.21 Atopicni dermatitis in iNOS

Kot smo Ze omenili, pride pri AD do intenzivne infiltracije limfocitov in eozinofilnih
granulocitov v kozi. Te celice spros¢ajo pro-vnetne citokine, ROS ter encime, ki katalizirajo
nastajanje velikih koli¢in RNS. Eden izmed teh encimov je INOS (ter Steege in sod., 1997). V
parenhimskih in neparenhimskih jetrnih celicah iz L-arginina s pomocjo INOS nastaja
dusikov oksid. V normalnih koncentracijah deluje zas¢itno na jetrne celice in zavira poSkodbe
tkiv in citotoksicne efekte, povzrocene z mikroorganizmi, paraziti ali tumorskimi celicami.
Skodljivo deluje zaradi reakcije s superoksidnim anionom, s katerim tvori peroksinitrit, ki
deluje moc¢no oksidativno in nitracijsko (Calvisi in sod., 2004). Pri reakciji peroksinitrita z
beljakovino tirozin nastaja 3 — NT, ki je pogosto merjen oznacevalec nastajanja RNS in vivo.
Prosti radikali so namre¢ prekratke zivljenjske dobe, da bi jih lahko merili neposredno, zato
obicajno merimo produkte, ki nastanejo v reakcijah s prostimi radikali in na ta nacin
ocenjujemo OS (Girault in sod., 2001, Tanaka in sod., 1997, Beal, 2002, Radabaugh in sod.,
2008).
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2.22 iINOS pri ljudeh

Raziskave pri ljudeh kazejo, da povecana imunoreaktivnost iINOS in povecana koncentracija
nitriranih proteinov povzroc¢ata oksidativno poskodbo s pomocjo delovanja peroksinitrita, kar
dokazano sodeluje v patogenezi sporadiéne amiotropne lateralne skleroze pri ljudeh.
Povecana vsebnost in povefana imunoreaktivnost iNOS kaZeta na to, da je OS povezan z

degeneracijo nevronov (Sasaki in sod., 2000).

Prevelika proizvodnja dusikovega oksida in njegovega derivata peroksinitrita povzrocata
vnetje in poskodbo tkiva, kar pospeSuje nastajanje tumorjev. DuSikov oksid igra pomembno
vlogo v karcinogenezi, saj spodbudi posSkodbo tkiva oz. DNK. Posledica je spodbujanje
angiogeneze in nepravilna celi¢na diferenciacija (Ahn in sod., 1999). Pove€ana proizvodnja
dusikovega oksida povzroci, da pride do zakasnitve pri popravilih koZne pregrade (Feingold
in Denda, 2012).

2.23 Nitracija tirozina

Nitrati in nitriti (ki so pogost dodatek mesnim in ribjim proizvodom, saj delujejo
antimikrobno) so oksidacijski produkti in izvor za nastanek duSikovega oksida. Poleg
Zelenega antimikrobnega ué¢inka pa imajo lahko tudi nezelene stranske uéinke in sicer lahko
povzro¢ijo methemoglobinemijo. Pri reakciji z dolo¢enimi amini tvorijo karcinogene

nitrozamine (Chow in Hong, 2002).

Obstajajo specifiéni proteini, ki so prednostna tara nitracije. Nitracija tirozina je
posttransacijska modifikacija, ki je prisotna v Stevilnih patoloskih stanjih, povezanih z
nastajanjem peroksinitrita. Pri tvorbi peroksinitrita se stabilni obliki duSikovega oskida in
superoksida spremenita v aktivni obliki in sta tako zmozni nitracije tirozina (Quijano in sod.,
2005).

Vnetna stanja povzrocajo spremembe tirozina, pri cemer v enaki koli¢ini kot 3 - NT nastajata

tudi triklorotirozin in tribromotirozin. Glede na u¢inkovanje na biolosko aktivnost je nitracija
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tirozina nevarnejSa od fosforilacije tirozina, ki sicer tudi pomembno vpliva na celi¢ni
metabolizem in sporoCilne poti, vendar je fosfotirozin, ki pri fosforilaciji nastaja, manj
stabilen kot nitrotirozin. Fosfataze ga hitro odstranijo in je tako njegov Skodljivi ucinek
kratkotrajnejsi (Souza in sod., 2008).

Nitracija tirozina ima tri glavne ucinke: Vpliva na vlogo proteinov, spreminja potek
fosforilacije in spodbudi imunolodki odziv. Nitrirane proteine navadno prepozna in razgradi
proteasomski sistem. Nitracija in dimerizacija tirozina povzrocata zdruzevanje proteinskih
filamentov in agregatov, kar olajSuje hidrofobne interakcije. Proteasomi slabo delujejo na
omenjene agregate, ki se tako akumulirajo kot intra- ali zunajceli¢ni amiloidi. Metabolizem
nitriranih proteinov vkljucuje tudi redukcijo nekaterih (Se nepoznanih) bioloskih reduktantov
oziroma odstranitev nitro skupine domnevno s strani denitraznih encimov. Ti procesi morda
(ali pa tudi ne) vkljucujejo nastanek 3—aminotirozina, ki se lahko oksidira nazaj v 3-NT. Med
razvojem kroni¢nih nevroloskih bolezni se proteini oksidirajo, nitrirajo in navzkrizno
povezejo tako, da postanejo neugoden substrat za delovanje proteasomov. Edini nacin za
nadziranje velikih koli¢in tako spremenjenih proteinov je tvorba agregatov, ki se odlagajo v
celici, ki poskuSa preziveti. V proteinskih in lipoproteinskih agregatih je prisoten 3—-NT, kar
kaZe na to, da je nitracija poleg ostalih, od prostih radikalov odvisnih procesov, odgovorna za

nastajanje agregatov (Souza in sod., 2008).

2.24 3 - nitrotirozin

3 - NT nastaja in vivo pod Stevilnimi patolo3kimi pogoji. Stevilni reagenti so odgovorni za
nitracijo tirozina in vivo, med njimi peroksinitrit in nitrit v prisotnosti H,O, oziroma
peroksidaz. Metmioglobin in methemoglobin sta v prisotnosti nitritov in H,O, prav tako
zmozna nitracije tirozina. 'V  prisotnosti nitrita in prostega tirozina, reakcija
metmioglobina/methemoglobina privede do nastanka velikih koli¢in 3 — NT. Pod patoloSkimi
pogoji, ko je koncentracija nitritov povisana, to prispeva k nitraciji tirozina - prostega ali
vKkljucenega v proteine. V primeru prisotnosti metmioglobina, H,O, in duSikovega dioksida je

koli¢ina nitracijskih produktov velika (Herold, 2004).
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Na nastajanje in dostopnost superoksida in duSikovega oksida vpliva vitamin E. Povecana
vsebnost peroksinitrita — posledica zdravljenja z nitriti in nizke vsebnosti vitamina E v

prehrani je kljuénega pomena za nastanek tkivnih poskodb (Herold, 2004).

2.25 Antioksidanti in antioksidativno delovanje

Organizmi so v boju proti ROS razvili obrambni mehanizem, ki je sestavljen iz dveh glavnih
skupin antioksidantov; to je skupina antioksidantnih encimov, v katero spadajo SOD, CAT,
GPX in glutationska reduktaza (GSH) (Valko in sod., 2007) ter skupina neencimskih
antioksidantov, v katero spadajo vitamin E, vitamini B kompleksa in Stevilni drugi (Mates in
sod., 1999). Antioksidantni mehanizmi delujejo na tri nacine: popravljajo oksidativne
poskodbe (antioksidativno delovanje), odstranjujejo oksidativne poSkodbe (encimi, ki so
sposobni prepoznavanja poskodovanih molekul DNK) ali enkapsulirajo nepopravljive
poskodbe (apoptoza) (Lykkesfeldt in Svendsen,2007).

Antioksidativno delovanje temelji na unicevanju superoksidov in prostih radikalov ali pa
spodbuditvi mehanizmov detoksikacije znotraj celice (Mates, 2000). Antioksidanti oddajo
elektrone oksidantom, ki tako postanejo nereaktivni in neSkodljivi za makromolekule.
Antioksidanti na ta nacin sami postanejo radikali, vendar so mnogo manj reaktivni od
oksidantov in tako nezmozni povzroCiti celicne poskodbe. Oksidirani antioksidanti SO
podvrZeni obnovi v osnovno reducirano obliko s pomoc¢jo ucinkovitih celi¢nih procesov, ki

energijo jemljejo iz NADPH (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).

Stevilne §tudije na Zzivalih so pokazale uéinkovitost antioksidantov kot so a-tokoferol,
askorbat in B-karoten pri zaviranju kozne reakcije izzvane z UV Zarki ali drugimi drazljaji, Ki
vodijo v nastanek edema, apoptozo, lipidno peroksidacijo, imunosupresijo in nastanek
oksidativnih produktov DNK. Na delovanje antioksidantov vpliva njihova bioloska
dostopnost pri peroralni aplikaciji. Topikalna aplikacija antioksidantov je lahko nezadostna za
unicenje ROS v tar¢nem mikrookolju. Antioksidanti za svoje delovanje potrebujejo posebne

pogoje (Briganti in sod., 2003).
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2.26 Vitamin E in njegovo delovanje

Vitamin E je glavni naravni neencimski antioksidant, topen v mascobi, ki brani kozo pred

nezelenimi uc¢inki OS (Oh in sod., 2010).

Vitamin E je moc¢no prisoten v kozi in sicer v celi¢nih membranah, kjer zagotavlja obrambo
pred lipidno peroksidacijo, ki jo povzrocajo prosti radikali. Povecana lipidna peroksidacija

lahko spodbudi imunski in vnetni odziv (Mates in sod., 1999).

Vitamin E ima vsaj 8 znanih kemijskih oblik (Stirje tokoferoli in Stirje tokotrienoli) s
Stevilnimi razli¢nimi bioloSkimi aktivnostmi. Najbolj aktivna oblika vitamina E je a-tokoferol
(Thakur in Srivastava, 1996). a-tokoferol je v primerjavi z drugimi oblikami vitamina E
najbolj aktivna oblika zato, ker ga jetra favorizirajo s tem, ko pospeSeno metabolizirajo druge
oblike vitamina E (Traber in Atkinson, 2007). Po absorbciji in transportu s pomocjo
hilomikronov se a-tokoferol nalaga v parenhimskih celicah jeter. Zaradi svoje lipofilne
zgradbe se nalaga s pomocjo lipoproteinov v celicnih membranah in v masc¢obi, kjer reagira z
molekularnim kisikom in prostimi radikali. Deluje kot lovilec prostih radikalov in §citi
nenasi¢ene mascobne kisline in membrane pred peroksidacijo (Thakur in Srivastava, 1996).
Vitamin E, najbolj u€inkovit lovilec lipidnih peroksilnih radikalov, zmanjSuje kromosomalne
poskodbe, povzroCene s strani prostih radikalov. a - tokoferol (vitamin E) z oddajanjem
vodikovega atoma nenasi¢enim mascobnim kislinam iz hidroksilne skupine u¢inkuje mo¢no

antioksidantno (Duthie, 1993).

Koncentracija vitamina E je najveéja v celiénih membranah, vendar kljub vsemu ne preseze 1
molekule vitamina E na 2000 molekul fosfolipidov. To kaze na moznost hitre regeneracije s
pomocjo vitamina C in drugih reduktaz (Packer in Landvik, 1989).
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2.27 Delovanje vitamina E pri ljudeh

Poleg antioksidantne vloge je o-tokoferol pri ljudeh dokazan vmesni produkt v presnovi
arahidonske Kkisline, prostaglandinov, proteinov, lipidov in nukleinskih kislin, sodeluje pri
delovanju mitohondrijev, prozvodnji spolnih hormonov in vzdrZuje integriteto dolgoveriznih
nenasi¢enih mascobnih Kislin v celi¢nih membranah in njihovo bioaktivnost (Traber in
Atkinson, 2007; Thakur in Srivastava, 1996). Poleg zaviranja delovanja protein kinaze C
(angl. Protein kinase C, PKC) in rasti gladkih misi¢nih celic zil, zavira tudi agregacijo
trombocitov, proizvodnjo duSikovega oksida v endotelnih celicah in proizvodnjo superoksida
v nevtrofilnih granulocitih in makrofagih. a-tokoferol zavira PKC s pomocjo aktivacije
protein fosfataze A. Posledica zaviranja PKC v vecini celic je anti-aterosklerozni in anti-
tumorozni ucinek in vivo. Prav tako a-tokoferol vpliva na izrazenost Stevilnih genov (Azzi in
sod., 2002). Vitamin E zavira tudi aktivacijo endonukleaze, ki nastaja pri znotrajcelicnem OS.
Kot antioksidant ima za$¢itno vlogo pred hemoliticno anemijo, zmanjSuje tveganje za
nastanek sr¢nih bolezni, rakavih obolenj, nevroloSkih bolezni, katarakte, retinopatij in artritisa
ter upocasnjuje proces staranja (Thakur in Srivastava, 1996, Claycombe in Meydani, 2001).
a-tokoferol izboljSa imunski odziv, odvisen od makrofagov, zmanjSa proizvodnjo in/ali
sproscanje prostaglandinov in zmanjsa koncentracijo serumskih IgE pri ljudeh z AD (Tsoureli

— Nikita in sod., 2002).

2.28 Merjenje vsebnosti vitamina E

Ce bi se oksidiran a-tokoferol nalagal ali se izlo¢al v zaznavnih koli¢inah, bi njegovo koli¢ino
lahko merili neposredno in tako prikazali njegovo antioksidantno vlogo. Vendar a-tokoferol
med antioksidantno aktivnostjo tvori tokoferoksilni radikal, ki ga reducirajo drugi
antioksidanti (na primer vitamin C in koencim Qjo). Oksidativni produkti a-tokoferola so torej
zelo kratkotrajni in jih ni mogoce izmeriti in vivo (Traber in Atkinson, 2007). Njegovo
delovanje zato vrednotimo posredno, z merjenjem encimov, ki sodelujejo pri peroksidaciji ali

z merjenjem produktov peroksidacije. V procesu lipidne peroksidacije nastaja iz veCkrat
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nenasic¢enih mascobnih kislin vrsta produktov - aldehidi, ketoni, ogljikovodiki, epoksidi,
prosti radikali. Najpogosteje obravnavani in merjeni produkt je malondialdehid (MDA)
(Esterbauer in sod., 1991; Gallaher in sod., 1993). Dolocena koli¢ina MDA v organizmu
vedno nastaja v metabolizmu prostaglandinov (Basu in Marnett, 1983; Halliwell in Chirico,
1993), zato so majhne koncentracije MDA v tkivih, telesnih tekoc¢inah in secu vedno prisotne.
Povecane koncentracije MDA (ki nastajajo pri povecanem obsegu lipidne peroksidacije v
stanju OS) pa so organizmu Skodljive. MDA je namre¢ zelo reaktivna molekula, za katero
ugotavljajo, da je karcinogena, mutagena, strupena za jetrne celice in je pobudnik razli¢nih
nezazelenih reakcij. Reagira lahko z lipidi in beljakovinami, inaktivira ribonukleaze ter druge
encime in se kovalentno veze na nukleinske kisline. Nasprotno merjenju MDA pa merjenje
encimov, ki pri peroksidaciji sodelujejo, ni tako zanesljiv na¢in vrednotenja OS, saj na primer
aktivnost glutation reduktaze ostaja enaka v celicah z manj in v celicah z dovolj vsebnosti
vitamina E, ker se v celici neprestano obnavlja (Mazor in Brill, 1997). GPX Kkatalizira
redukcijo razlicnih hidroperoksidov, pri ¢emer uporablja glutation, ki pri tem prehaja iz
reducirane v oksidirano obliko (Mates in Sanchez-Jimenez, 2000, Imai in Nakagawa, 2003).
V nedavni raziskavi so ugotovili, da ni razlik v aktivnosti GPX pri psih z AD, ki so bili
zdravljeni z vitaminom E v primerjavi s psi, ki so bili zdravljeni s placebom (Plevnik, 2012).
Tudi aktivnost encima superoksidne dismutaze (SOD) ostaja enaka pri manjsSi in zadostni
koli¢ini vitamina E, tako pri ljudeh kot pri psih (Mazor in Brill, 1997, Plevnik 2012).
Superoksidna dismutaza znatno pospesi reakcijo dismutacije, v kateri pretvarja reaktiven O,*”
v manj reaktiven H,O,. Funkcijsko je sklopljena z GPX in katalazo, ki katalizirata nadaljni
razkroj H,O, (Gutteridge, 1994; Mates in sod., 1999; Mates in Sanchez-Jimenez, 2000).
Aktivnost katalaze, ki razkroji del hidroksiperoksida, je zmanjSana v celicah z manjSo
vsebnostjo vitamina E. ZmanjSana aktivnost katalaze se povrne na normalno pri dodajanju
vitamina E (Mazor in Brill, 1997).

V eni od raziskav so pri vecini ljudi z AD, vkljucenih v raziskavo, izmerili visoko aktivnost
SOD. Najvisje vrednosti SOD so izmerili pri osebah z zmerno obliko AD, pri osebah s hudo
klini¢no obliko AD pa so bile izmerjene vrednosti SOD manjSe, kot pri zdravih kontrolnih
osebah. Rezultate so avtorji razlozili na dva nacina. Prva moznost bi bila, da pri bolnikih z
manjSo indukcijsko sposobnostjo SOD prihaja do hujSih oblik AD. Druga moznost pa je, da je
velika koli¢ina nastalega H,O- inaktivirala SOD (Niwa in sod., 2003), kot je bilo dokazano v

eni od starejSih raziskav (Hodgson and Fridovich, 1975).
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Vsebnost vitamina E so najpogosteje merili v plazmi. Plazemske koncentracije vitamina E so
mocno povezane s koncentracijo transportnih lipidov, kot so holesterol in trigliceridi. Pri
sistemskem vnetnem odgovoru je lahko koncentracija plazemskih lipidov in lipoproteinov
spremenjena in je merjenje koncentracije vitamina E v tem primeru lahko nezanesljivo. Zato
je merjenje koncentracije o-tokoferola bolj zanesljivo v eritrocitih kot v plazmi (Vasilaki in
sod., 2009).

2.29 CADESI

Stopnjo AD pri psih objektivno lahko ocenjujemo s pomocjo tockovalnih sistemov. Teh ni
veliko na razpolago. V raziskavah je najveckrat uporabljen sistem CADESI (angl. Canine
Atopic Dermatitis Extent and Severity Index, CADESI). Prvotno je bil ta sistem povzet in
prirejen po ¢loveskem sistemu SCORAD (angl. SCORing Atopic Dermatitis) (Germaini in
sod., 2005). Posebna skupina strokovnjakov, diplomatov Evropskega in Ameriskega Kolidza
za veterinarsko dermatologijo, zdruzenih v mednarodno delovno skupino za atopicni
dermatitis psov (International Task Force on Canine Atopic Dermatitis, ITFCAD) je sistem v
zadnjih nekaj letih dvakrat posodobila in dopolnila. Danes je v uporabi tretja razli¢ica sistema,
t.i. sistem CADESI-03, ki velja za edini strokovno priporoc¢en, objektiven in ustrezno
validiran evalvacijski sistem za doloCanje stopnje in obsega bolezni ter za vrednotenje uspeha
dolo¢ene metode zdravljenja AD pri psih (Olivry in sod., 2007). Podrobno smo sistem

CADESI-03 razlozili v poglavju Material in metode.

2.30 Dosedanyji pristopi k zdravljenju AD

ITFCAD predlaga kombiniran pristop k zdravljenju AD pri psih. Akutne spremembe najbolje
zdravimo z uporabo nedrazecih Samponov in topikalnih glukokortikoidnih hormonov. Po
potrebi pridejo v uposStev tudi peroralni glukokortikoidni hormoni in antimikrobna terapija.
Ugotoviti je potrebno etioloSke dejavnike AD. Znani potencialni vzroki so sestavine hrane,

bolsja slina, bakterije (stafilokoki), glive (kvasovke, kot je Malassezia pachydermatis) in
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okoljski alergeni. Higieno koze in dlake vzdrzujemo z uporabo nedrazec¢ih Samponov. V
hrano dodajamo esencialne masc¢obne kisline (Olivry in sod., 2010).

Za razliko od mononenasi¢enih mascobnih kislin, ki nastajajo iz acetilkoencima A,
polinenasi¢ne mascobne kisline ne nastajajo v tkivih sesalcev. V rastlinah nastajata dva
glavna predhodnika n — 6 in n — 3 omega mascobnih kislin. Linolna kislina, prevladujoca
rastlinska n — 6 polinenasi¢ena mascobna kislina je predhodnik arahidonske kisline in
eikozanoidov (Catala, 2010).

o — linolenska kislina, prevladujoca rastlinska n — 3 polinenasi¢ena mascobna kislina je
predhodnik dokozaheksanojske kisline (Catala, 2010). Eikozanoidi igrajo obsezno vlogo v
homeostatskih mehanizmih v kozi. Prav tako so pomembni tudi kot mediatorji vnetnih
procesov, ki so posledica okoljskih dejavnikov, kot na primer ultravijoli¢no sevanje ter vnetne
in alergijske bolezni, med njimi tudi psoriaza in AD (Nicolaou, 2013). Eikozanoidi, ki
izhajajo iz Q — 3 mascobnih kislin, delujejo protivnetno, medtem ko eikozanoidi, ki izhajajo
iz Q — 6 mascobnih kislin, pospesujejo vnetje (Rosenberg in Asbell, 2010).
Dekozaheksanojska kislina, vstavljena med membranske fosfolipide, mo¢no vpliva na
osnovne membranske znacilnosti, kot so fluidnost, elastiCna stisljivost, prepustnost in
aktivnost proteinov (Stillwell in Wassal, 2003).

Velika koli¢ina arahidonske in dokozaheksanojske kisline se najaha v tkivih sesalcev. Linolna
in linolenska kislina se pri sesalcih ne moreta tvoriti de novo, zato sta nujno potrebni sestavini
prehrane. N — 3 omega mascobne kisline, posebej eikozapentanojsko in dokozaheksanojsko
kislino lahko pridobimo iz mascobe rib in morskih sesalcev, n — 6 mascobne kisline pa se
nahajajo v mesu in rastlinskih oljih. Polinenasi¢ene mas¢obne kisline in njihovi presnovki
imajo Stevilne fizioloSke vloge, ki vkljucujejo oskrbo z energijo, strukturo membran, celi¢no
sporocanje In urejanje izrazanja genov. Polinenasicne mascobne kisline so tarca lipidne

peroksidacije (Catala, 2010).

V eni od raziskav so preucevali vplive dveh pogostih zdravljenj AD pri ljudeh, in sicer z
zaviralcem kalcineurina (pimecrolimus) in glukokortikoidnim hormonom betametazonom.
Ugotovili so, da se je hidracija roZene plasti vrhnjice povecala in prekokozna izguba vode
zmanjSala pri obeh nacinih zdravljenja. Pri zdravljenju s pimecrolimusom so z elektronskim
mikroskopom ugotovili bolj urejene lipidne sloje rozene plasti vrhnjice in pravilno iztiskanje

lamelarnih telesc, kar nakazuje obnovo kozne pregrade, medtem ko je bilo neskladje
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zunajceliénih lipidnih dvoslojev po zdravljenju z betametazonom 8e vedno prisotno,
lamelarnih telesca pa so bila le delno napolnjena (Jensen in sod., 2009). Sicer pa sta obe
zdravili uredili kozno diferenciacijo in zmanjsali pretirano proliferacijo vrhnjice. Betametason
je ucinkoviteje zmanjsal klini¢ne znake in proliferacijo vrhnjice, kar je imelo hiter ucinek na
zmanjSanje prekokozne izgube tekocine. Pri dolgotrajnem zdravljenju z betametazonom je
prislo do prekomernega tanjSanja vrhnjice. Avtorji so zato zakljucili, da zdravljenje z
glukokortikoidi vodi predvsem v zmanjSanje pritoka krvi in vnetja, kar je ugodno pri
kratkotrajnem zdravljenju AD, medtem ko je pimecrolimus bolj primeren za dolgotrajno
zdravljenje AD, saj pomaga pri obnovi kozne pregrade in na ta nacin preprec¢i vdor okoljskih
alergenov v kozo ter posledi¢ne imunoloske reakcije. Pri uporabi pimecrolimusa ne prihaja do
neZelenega pojava atrofije vrhnjice (Jensen in sod., 2009). Ponovno vzpostavljanje normalne
vloge kozne pregrade s pomocjo dodajanja lipidov ali z zaviranjem proteaz, se zdi smiselen
nacin zdravljenja tudi v primerih, ko je dokazana degeneracija strukturnega proteina filagrina.
Nove metode zdravljenja pri ljudeh posegajo v uporabo antimikrobnih peptidov in uporabljajo

vitamin Dz ali zaviralce kalcinevrina (Jung in Sting, 2008).

Topikalno zdravljenje koznih bolezni z oljem vitamina E pri ljudeh je koristno v vecini
primerov kseroze, hiperkeratoze, asteatotskem ekcemu, AD, povrsinskih opeklinah, ulkusih
koze in onihoshiziji. U¢inki tega zdravljenja so minimalni pri psoriazi, lihen planusu,
seboroicnem dermatitisu, vitiligu, dishidroznem ekcemu in sploSnih infekcijskih boleznih.
Skupen dejavnik, ki povezuje vse omenjene bolezni, pri katerih je bil opazen zdravilni u€inek
olja vitamina E, bi lahko bil nenormalen ali neprimeren odziv na poskodbo in veéja ali manjsa
izguba vloge kozne pregrade. Zdravilni u¢inek olja vitamina E je lahko posledica kombinacije
bioloske aktivnosti a-tokoferola in fizikalnega ucinka olja. Viskoznost olja omogoca znatno

vlazenje koze in zmanjSanje prekokozne izgube vode (Panin in sod., 2004).

V Stevilnih raziskavah pri ljudeh so dokazali vlogo vitamina E kot mo¢nega antioksidanta, ki
zmanjsuje obseznost in pogostost patoloskih sprememb v kozi, ¢e ga vnasamo s hrano. Poleg
vitamina E tudi drugi antioksidanti, kot so vitamin C, beta-karoteni, flavonoidi in polifenoli
SCitijo  organizem pred reaktivnimi kisikovimi spojinami. Kapaciteta zasCitnega
antioksidantnega obrambnega sistema pri psih, ki se zelo malo gibajo, je zlahka prekoracena v

primeru akutne fizi¢ne aktivnosti, pri ¢emer se zniza fluidnost eritrocitne membrane (angl.
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Erythrocyte membrane fluidity, EMF), aktivnost paraoksonaze 1 (PONL1), vitamina E in
poviSa MDA. Eksogeni antioksidanti, ki jih psi zauZijejo ve¢inoma s hrano ali prehranskimi
dopolnili, pripomorejo k preprecevanju OS, vendar pa neprimerna prehrana lahko vodi do
povecane dovzetnosti za nastanek oksidativnih poskodb, izzvanih s fizicno aktivnostjo pri

psih, ki niso vajeni gibanja (Motta in sod., 2009).

Jakost srbeza in izrazenost koznih sprememb lahko zmanjSamo s protivnetnimi zdravili. Na
voljo so topikalni in peroralni glukokortikoidi, oralni ciklosporin in topikalni takrolimus.
Odmerek zdravil naj bo prilagojen vsakemu pacientu posebej. Na voljo je tudi specificna
imunoterapija, kadar so alergeni, na katere je pes preobcutljiv, znani (Olivry in sod., 2010).
Alergensko specificna imunoterapija (angl. Allergen-specific immunotherapy; ASIT) je edino
zdravljenje, ki lahko spodbudi remisijo AD (Dell in sod., 2012).

Nacin zdravljenja AD je odvisen od tega, ali je faza AD akutna ali kroni¢na ter od tega, ali so
kozne spremembe lokalizirane ali generalizirane. Uspesno zdravljenje vkljucuje identifikacijo
dejavnikov, odgovornih za nastanek bolezni, ter odstranitev le-teh, kadar je to mogoce.

Pomembna je preventiva pred nastankom recidivov (Olivry in sod., 2010).
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3. MATERIAL IN METODE

3.1 Zivali, vkljuéene v raziskavo

V raziskavo je bilo vkljucenih devetindvajset psov z diagnozo AD in sedemnajst zdravih
psov, starih od enega do pet let, razlicnih pasem in obeh spolov. Trije psi so bili na Zeljo

lastnikov izkljuceni iz raziskave.

Lastniki psov so ob vkljuéitvi v raziskavo podpisali pisno privolitev za sodelovanje. VSsi
postopki so potekali v skladu z veljavnimi slovenskimi drZavni predpisi (Zakon o zaSciti
Zivali UL RS, 43/2007) in so bili potrjeni s strani Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in

prehrano, Veterinarska uprava Republike Slovenije; dovoljenje st. 34401-85/2008/11.

3.2 Uporabljena zdravila

Pse z AD smo z dvojno slepo metodo razdelili v 2 skupini. Prva skupina (skupina vitamin E;
13 psov) je prejemala peroralno antihistaminik feksofenadin Telfast® (Aventis pharma
Deutschland GmbH, Frankfurt, Nemcija) v odmerku 18 mg/kg t.m. enkrat dnevno, ter
antioksidant vitamin E v priporo¢enem odmerku 8,1 IE/kg t.m. enkrat dnevno (Stein, 2000) v
obliki prehrambenega dodatka (olje E-OIL, Natural Wealth, New York, ZDA). Druga skupina
(skupina placebo; 13 psov) je poleg feksofenadina, v enakem odmerku kot prva skupina,

prejemala placebo v obliki mineralnega olja. Psi so prejemali zdravila v obdobju 8 tednov.

3.3 Merjeni parametri Zivali, vkljucenih v Studijo

V obdobju 8 tednov smo petkrat (dan vkljucitve, 2. , 4., 6. in 8. teden zdravljenja) ocenjevali
klini¢ne spremembe na koZzi psov s pomoc¢jo sistema tockovanja CADESI-03. Lastniki so s
pomocjo vizualne numeri¢ne lestvice ocenjevali stopnjo srbeza. Pri vsakem obisku smo

odvzeli ostruzke in brise spremenjenih delov koze telesa in sluhovodov za citoloSko
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preiskavo. Pri prvem in zadnjem obisku smo odvzeli tudi biopte spremenjenih delov koze za

imunohistokemic¢no dolo¢anje 3—NT in iNOS.

3.4 Sistem vrednotenja klini¢nih znakov CADESI-03

KozZne spremembe ob vkljucitvi v raziskavo in vplive zdravljenja na kozo smo klini¢no
vrednotili s sistemom toCkovanja CADESI-03 (Olivry in sod., 2007). Ocenjevali smo
prisotnost in intenziteto rdecCine koze, lihenifikacije, ekskoriacije in neodlakanosti na 62 delih
telesa. Vsak parameter je bil ocenjen z oceno od 0 do 5 (0 = ni sprememb, 1 = blaga
sprememba, 2 ali 3 = srednje moc¢na sprememba, 4 ali 5 = zelo mo¢na sprememba), v
primerjavi s fotolestvico, ki smo jo izdelali na podlagi fotografij razli¢nih klini¢nih primerov
(fotolestvica ni prikazana in je del doktorske naloge A.P. Kapun). Meritve koZnih sprememb
smo opravili ob vsakem obisku. Maksimalno Stevilo doseZenih to¢k ob vsakem obisku je bilo
lahko 1240. S seStevkom tock z vseh delov telesa smo dobili vsoto, ki je bila statisticno

vrednotena.

3.5 Ocenjevanje stopnje srbeza

Lastnikom psov smo ob prvem obisku predstavili in obrazlozili numeri¢no lestvico za oceno
srbeza. Prosili smo jih, da se ob vsakem obisku opredelijo o aktualni oceni srbeza pri
njihovem psu. Lastnikom smo vrocili pisna navodila za ocenjevanje, s pomocjo katerih so v
obdobju 14 dni do naslednjega obiska usmerjeno opazovali svojega psa. Ob vsakem obisku so

torej lastniki psov podali oceno srbeZa za preteklo obdobje med dvema obiskoma.

Za oceno srbeza na numeri¢ni lestvici je lastnik podal svoja opazanja z ocenood 0 do 5 (0 =
brez srbeZa, 1 = blag srbez, 2 = blag do zmeren srbez, 3 = zmeren srbez, 4 = zmeren do hud
srbez, 5 = hud srbez ) (Plevnik Kapun A., 2012).
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3.6 CitoloSka preiskava ostruzkov in brisov koze telesa in sluhovodov

Odvzem ostruzkov in brisov koze telesa ter brisov koze sluhovodov

Ostruzke koZe telesa smo odvzeli tako, da smo na spremenjeno, neodlakano kozo nanesli
parafinsko olje (Pharmachem s.p., Ljubljana, Slovenija) in vrhnjico postrgali s skalpelom
Stevilka 10 (Aesculap, Tuttlingen, Nemcija) do krvavitve. Dobljeni material smo enakomerno
nanesli na mikroskopska stekelca. Nativne preparate smo v roku pol ure po odvzemu
mikroskopsko pregledali pod 40 - kratno povecavo (Nikon Eclipse Ci, Kingston upon
Thames, Velika Britanija). Brise spremenjenih delov koZe telesa in sluhovodov smo odvzeli s
pomogjo sterilne vatenke (Deltalab, Barcelona, Spanija). Po potrebi smo uporabili parafinsko
olje, ki smo ga nanesli na kozo in jo s sterilno vatenko podrgnili. Vatenko smo nekajkrat
povaljali po mikroskopskem stekelcu, preparat fiksirali nad plamenom in pobarvali po metodi
Diff Quik® (Merck, Darmstadt, Nem&ija). Preparate smo mikroskopsko pregledali pod 1000 -
kratno povecavo (Nikon Microphot — FXA, Kingston upon Thames, Velika Britanija).

Ocenjevanje ostruzkov in brisov koze telesa ter brisov koze sluhovodov

Preparate za citolosko preiskavo smo ocenjevali kvantitativno glede na prisotnost
mikroorganizmov. Vzorce smo pregledali pod mikroskopom (Nikon Microphot — FXA z
okularjem 10X CFWN D10X/20). Mikroskop smo povezali z raCunalniSkim ekranom s
pomocjo kamere (DS — Fil). V programu NIS — Eements D3.2 Live quality smo s pomogjo
mikroskopskega merilca izmerili velikost vidnega polja na ekranu - $irine 84,34 um in visine
63,17 um. S pomocjo mikroskopske mreze velikosti 10 X 10 pm smo si pomagali pri
natan¢nejSem Stetju celic, tako da smo presteli celice v vsakem kvadratu mreze. Pod malo —
400 - kratno povecavo smo si ogledali preparat in dolo¢ili tiste dele preparata, v Katerih je bila
najvecja verjetnost, da najdemo povzrocitelje okuzbe. Ko smo dolo¢ili znac¢ilna mesta, smo na
teh pregledali 10 vidnih polj pod 1000 - kratno povecavo z imerzijskim oljem (Objektiv Plan
100x, 160/0,17, 1,25 oil). V vsakem od 10 polj smo presSteli Stevilo kokov in kvasovk.
Epitelnih celic koze nismo Steli, saj se po podatkih iz literature njihovo Stevilo pri zdravih
psih in psih obolelih za AD ne razlikuje (Ginel in sod., 2002). Izracunali smo povpre¢no

Stevilo mikroorganizmov na vzorec. Za normalne vzorce smo S$teli tiste, ki so vsebovali < 0,8
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kvasovk/vidno polje in < 2 koka/vidno polje. Za patoloSke vzorce smo Steli tiste, ki so
vsebovali ve¢ kot 2 kvasovki/vidno polje in ve¢ kot 10 kokov/vidno polje. Pri posameznem
pregledu smo upostevali povpre¢no vrednost brisa s podrocja prsi oziroma dimelj. Dobljene

rezultate smo statisti¢no vrednotili.

Kozni ostruzki, narejeni ob vsakem obisku, so bili pri psih negativni na Demodex in Sarcoptes

spp.

3.7 Imunohistokemicna preiskava

Odvzem vzorcev:

Pred odvzemom vzorcev koze smo pse pomirili z hidroklorid medetomidinom (Domitor ®,
Pfizer animal health, New York, ZDA) z uporabo odmerkov, ki jih priporoca proizvajalec. Za
lokalno anestezijo smo uporabili 2% lidokain (Xylocaine ®, Astra Zeneca UK Limited) v
odmerku 1 ml na 5 kg telesne teze. Pet do deset minut po injiciranju lokalnega anestetika, smo
vzorce koze odvzeli po postopku luknjicave biopsije koze s kroznim rezilom premera 8 mm
(Kruuse, Langeskov, Danska). Od tri do pet vzorcev prizadete in zdrave koze smo jemali na
podrocju prsnice in trebuha. Vecina odvzetih vzorcev koze je bila uporabljena za doloCanje
vsebnosti vitamina E v sklopu doktorske naloge Plevnik Kapun A., en vzorec prizadete koze
pa smo za 24 ur shranili v fiksativu Bouin (Sigma, Taufkirchen, Nemc¢ija). Po 24 urah smo
fiksirane vzorce do obdelave hranili v 70% alkoholu (Pharmachem s.p., Ljubljana, Slovenija).

Vzorce, shranjene v alkoholu, smo vklopili v parafin po standardnem postopku.

Rezanje vzorcev z mikrotomom:

Parafinske bloke smo najprej pripravili tako, da smo obrezali odvecen parafin. Bloke z
vzorcki smo vpeli v mikrotom. Najprej smo rezali rezine, debelejSe od 7 pm, da smo prisli do
dejanskega vzorcka. Ko smo dosegli primerno globino vzorcka, smo od vsakega odrezali po 2
rezini, debeline 7 um in ju s pomocjo ¢opica dali v kopel z destilirano vodo, segreto na 45°C.
Ko so se rezine razvile, smo jih dali na predmetna stekelca, prevliecena z 2% silanom (APES,

Sigma). Na eno predmetnico smo dali rezine 3 naklju¢no izbranih vzorckov. Od vsakega
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vzorcka smo naredili 2 rezini, skupno smo dali na predmetnice 6 rezin. Preparate smo zlozili v
koSarico za preparate in jih ¢ez no€ pustili v inkubatorju pri temperaturi 40 — 45 °C, da so se

posusile.

Pred imunohistokemi¢nim barvanjem smo preparate pobarvali s hematoksilinom in eozinom

(HE) s ¢imer smo dolocili globino vzorcka, na kateri je viden epitelij koZe.

Optimizacija imunohistokemi¢ne metode:

Metodo imunohstokemije smo najprej optimizirali. Naredili smo razlicne razredCitve
primarnih kunéjih protiteles proti 3 - NT in proti iNOS (angl., rabbit anti — iINOS; Millipore)

ter izbrali tisto, pri kateri je bilo obarvanje pozitivno.

Imunohistokemié¢no smo dolo¢ali prisotnost 3 - NT in iNOS.

Za dolocevanje 3 - NT smo uporabili primarna kuncja protitelesa proti 3 — NT (angl., rabbit
anti — nitrotyrosine; Millipore, Temecula, CA, ZDA) v ustrezni razredc¢itvi (1:1000) in
oslovska protikunéja sekundarna protitelesa (angl., donkey anti rabbit; Jackson
Immunoresearch) v ustrezni razred¢itvi (1:500).

Za dolo¢evanje iNOS smo uporabili primarna kuncja protitelesa proti iNOS (angl., rabbit anti
— INOS; Millipore) v ustrezni razred¢itvi (1:100), in oslovska protikunéja biotinizirana

sekundarna protitelesa v ustrezni razred¢itvi (1:500).

Imunohistokemi¢no barvanje:
1) Prvi del

V prvem delu imunohistokemi¢nega barvanja smo iz rezin v kosarici s ksilenom odstranili

parafin, nato smo rezine rehidrirali v 100% etanolu, 96% etanolu in nazadnje v 70% etanolu.
V vsaki 200 mL kadicki smo koSarico pustili 5 minut. Za dokon¢no rehidracijo smo dali
koSarico za 5 min v destilirano vodo. Rezine smo nato 5 minut na stresalniku spirali v pufru
PBS Tween 20 (Sigma, Taufkirchen, Germany). Nato smo blokirali endogene peroksidaze in
sicer tako, da smo dali koSarico z rezinami za 20 minut v 200 mL kadi¢ko z 1% H,0, (Merck,
Darmstadt, Nemcija) razred¢enega v pufru PBS Tween 20. Rezine smo nato ponovno na

stresalniku 5 minut spirali v pufru PBS Tween 20. Predmetnice smo nato vzeli iz koSarice in
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nanje nanesli normalni oslovski serum (Jackson immunochemicals), s katerim smo preprecili
nespecificno vezavo protiteles. Serum smo razredcili 1:5 s pufrom PBS Tween 20. Na vsako
predmetnico smo odpipetirali 150 pL seruma. Vzorcke smo 20 minut inkubirali na sobni
temperaturi v pokriti $katli za shranjevanje preparatov. Po koncani inkubaciji smo s
predmetnic odlili serum, z brisacko obrisali odvecno tekoc¢ino okrog rezine in nanje nanesli
kuncja primarna protitelesa. Za doloc¢anje 3 - NT smo uporabili kun¢ja primarna protitelesa
proti nitrotirozinu. Protitelesa smo redc¢ili 1:1000 s pufrom PBS Tween 20. Za dolocanje
iINOS smo uporabili kun¢ja primarna protitelesa proti iNOS. Protitelesa smo red¢ili 1:100 s
pufrom PBS Tween 20. Na vsako predmetnico smo odpipetirali 150 pyL primarnih protiteles.

Predmetnice smo pokrili s krovnimi stekelci in jih ¢ez no¢ inkubirali v hladilniku.

2) Drugi del
V drugem delu imunohistokemi¢nega barvanja smo predmetnice z rezinami na stresalniku
spirali v pufru PBS Tween 20 dvakrat po 5 minut. Med spiranjem so krovna stekelca odpadla.
Po spiranju smo s predmetnic odlili odvecno tekoc¢ino, z brisacko obrisali teko¢ino okrog
rezin in nanje nanesli oslovska protikuné¢ja biotinizirana sekundarna protitelesa. Protitelesa
smo redcili 1:500 s pufrom PBS Tween 20. Na vsako predmetnico smo odpipetirali 150 pL
biotiniziranih sekundarnih protiteles. Vzorcke smo 30 minut inkubirali na sobni temperaturi v
Skatli za shranjevanje preparatov. Po inkubaciji smo vzorcke na stresalniku spirali v pufru
PBS Tween 20 dvakrat po 5 minut. Po spiranju smo z brisacko obrisali odvecno tekocino
okrog rezin in nanje nanesli kompleks SHRP (streptavidin — hrenova peroksidaza; Jackson
immunoresearch). Kompleks SHRP smo red¢ili 1:500 s Tris pufrom (0,05 M, ph 7.4; Sigma).
Na vsako predmetnico smo odpipetirali 150 pL kompleksa SHRP. Predmetnice smo 30 minut
inkubirali na sobni temperaturi v Skatli za shranjevanje preparatov. Po inkubaciji smo
koSarico s predmetnicami na stresalniku spirali v Tris pufru dvakrat po 5 minut. Po inkubaciji
smo s predmetnic odlili odveéno teko¢ino in z brisa¢ko obrisali okrog rezin. Na rezine smo s
Pasteurjevo pipeto nanesli 0,05 % DAB (angl., diaminobenzidine; Sigma), ki smo ga
pripravili tako, da smo 0,005 g DAB dodali v 10 mL Tris pufra. Tik pred nanosom na
predmetnice smo DAB aktivirali z dodatkom 3 pL 30 % H,0,. Pod mikroskopom smo
preverjali intenziteto obarvanosti. Ko je bila ta zadostna, smo reakcijo prekinili tako, da smo
odvecen DAB s predmetnic odlili in predmetnice na stresalniku spirali v destilirani vodi,

dvakrat po 5 minut.
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Priprava trajnih preparatov:

Predmetnice smo za 15 — 60 sekund potopili v kadi¢ko s hematoksilinom in jih nato 5 minut
na stresalniku spirali v vodovodni vodi. Rezine smo nato dehidrirali v narasc¢ajoci vsebnosti
alkohola, najprej v 70 % etanolu, nato 96% etanolu in 100% etanolu ter nazadnje v ksilenu. V
vsaki kadicki smo koSarico pustili 5 minut. Na predmetnice smo zatem s hidrofobnim
medijem za pripravo trajnih histoloskih preparatov (Pertex Medite, Burgdorf, Nemcija)
zalepili krovna stekelca velikosti 24 x 40 mm. Trajne preparate smo ¢ez no¢ posusili na sobni

temperaturi.

Pozitivna in negativna kontrola:

Pozitivno kontrolo za dolocanje 3 — NT smo naredili po navodilih proizvajalca in sicer tako,
da smo po hidraciji rezin nanje nanesli pufer ImM natrijev nitrit (NaNO2; Sigma), 100 mM
natrijev acetat (CH3COONa; Sigma) in 1 mM H,0,. Rezine smo inkubirali 20 minut pri

sobni temperaturi. Nato smo nadaljevali po protokolu.

Kot pozitivno kontrolo za dolocanje iNOS smo uporabili pozitivno obarvane vzorcke
podganje koze, obarvane s kunc¢jimi primarnimi protitelesi proti iNOS, red¢enimi 1:100 s
pufrom PBS Tween 20.

Negativno kontrolo smo naredili tako, da na rezine nismo nanesli primarnih protiteles.

Priprava digitalnih slik:

Mikroskopske slike smo posneli na mikroskopu Nikon eclipse 80i, opremljenim s kamero

Nikon Digital Sight DS — U2 in slike prenesli na ra¢unalnik.

Vrednotenje imunohistokemi¢nega obarvanja:

Preparate z imunohistokemi¢no obarvanim 3 - NT smo ocenjevali kvalitativno glede na
intenziteto obarvanosti epitelija koZe in v ta namen vzorcke razdelili v $tiri skupine, pri cemer
smo najmanj intenzivno obarvan epitelij oznacili s » + « in najbolj intenzivno obarvan epitelij

S» ++++ «,
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Preparate z imunohistokemi¢no obarvanim iNOS smo pregledali pod mikroskopom, vendar
smo pozitivno obarvane celice zasledili le v manjSem delu vzorcev (naklju¢no razporejenih v
skupine), tako da rezultatov imunohistokemic¢nega barvanja proti iNOS nismo statisticno

ovrednotili.

3.8 Statisti¢na obdelava podatkov

V statisti¢no analizo so bili vklju€eni vsi psi, ki so raziskavo zakljucili.

Statistiéno smo vrednotili rezultate skupin psov, zdravljenih s placebom in vitaminom E,
posebej za vsak spol.

V statisti¢no analizo je bila vklju¢ena obdelava podatkov vseh preiskovanih parametrov psov
in sicer stopnja srbeza, obseg klini¢nih znakov, Stevilo kokov in kvasovk na kozi trebuha in v
sluhovodih ter stopnja obarvanja 3 — NT z imunohistokemi¢no metodo.

Za statisti¢no obdelavo podatkov smo uporabili programsko opremo NCSS 2007 (Kaysville,
UT, ZDA)

Rezultate zdravljenja smo statisticno ovrednotili z enosmerno analizo variance ponavljajo¢ih
meritev.

Primerjali smo razlike v merjenih parametrih pri psih, zdravljenih s placebom in vitaminom E
pri vsakem od petih pregledov, pri ¢emer smo kot spremenljivko upostevali na¢in zdravljenja
(vitamin E ali placebo), kot ponavljajoo meritev pa vsakega od 5 pregledov pacientov. Po
analizi variance smo razlike med skupinami preverili Se s post — hoc Fisherjevim LSD testom.
Stevilo kokov in kvasovk na kozi smo primerjali tudi med zdravimi psi in psi z AD z
enosmerno analizo variance ponavljajo¢ih meritev, pri ¢emer smo kot spremenljivko
upostevali nacin zdravljenja (vitamin E ali placebo), kot ponavljajoco meritev pa vsakega od
5 pregledov pacientov. Za primerjavo obsega klini¢nih znakov med pacienti, zdravljenimi s
placebom in vitaminom E smo naredili dve analizi variance. Prvi¢ smo kot ponavljajoco
meritev upostevali vsakega od petih pregledov pacientov. Drugi¢ smo kot ponavljajoco
meritev upostevali le preglede med zdravljenjem (zadnje Stiri preglede). Vsi rezultati so
prikazani kot povprecje + standardna napaka.

Pri vseh analizah smo kot statisticno zanesljivo upoStevali rezultate, pri katerih je bila

vrednost p < 0,05.
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4. REZULTATI

V raziskavo je bilo vkljucenih Sestinstirideset psov. Devetindvajset psov je imelo diagnozo
AD. Ostalih sedemnajst psov je bilo zdravih. Med raziskavo so bili na Zeljo lastnikov, ki niso
ve¢ zeleli sodelovati v raziskavi, izkljuceni trije psi z AD (Stevilke 11, 14 in 22). Raziskavo je
tako zakljucilo triinstirideset psov in sicer Sestindvajset psov z diagnozo AD in sedemnajst

zdravih psov. Statisti¢no smo vrednotili samo vzorce psov, ki so raziskavo zakljucili.

Od triinstirideset psov, ki so zakljucili raziskavo, je bilo trinajst samic in trinajst Samcev z
diagnozo AD ter devet zdravih samic in osem zdravih samcev.

Trinajst psov (osem samic in pet samcev) z diagnozo AD je bilo zdravljenih s placebom in
trinajst psov (pet samic in osem samcev) z vitaminom E. Obe skupini psov sta prejemali tudi

antihistaminik feksofenadin.
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PACIENT [ STAROST | SPOL | PASMA | Tel.
(meseci) teza
(oznaka) (kg)
SKUPINA 1 47 M X 30
PLACEBO 2 25 % LR 26,35| LEGENDA:
3 54 Z GR 23,35
4 60 z GR 29
5 42 7 KE 14 NO-nemski ov¢ar,
6 41 M DA 28,5 | WHT-beli viSavski terier,
9 30 % STF 21 NB-nemski bokser,
13 50 Z FCR 35 .
X-mesanec,
14 42 M NO 40
15 53 M AD 46 LR-labrador retriver,
18 22 M X 32 | FB-francoski buldog,
19 30 Z NB 258 DA-dalmatinec,
z; gi ';I NXB gz GR- zlati prina3alec,
SKUPINA 7 49 M | R 26 3 ND-nemska doga,
VITAMIN 8 57 z DO 40 | KS- koker 3panjel,
E
10 56 M GR 30 STF-staffordski bulterier,
11 14 M ND 47 )
12 34 M kS | 12,3 | BIG-bigel,
16 28 z BIG | 17,5 | KE-avstralski ¢uvaj-kelpi,
17 40 M BC 274 | po- doberman,
20 30 M BT 21,5 . oL
1 36 v AST 39 ,VAT-alredaIskl terier,
22 44 Z SBO 40 SAR-éarpIaninec,
23 38 M LR 31 | FCR- gladkodlaki prinaSalec,
24 17 % SH 194 | AD- argentinska doga,
25 16 Z FB 10 .
6 = V) WHT 10 BC- border collie,
o8 13 7 LR 30 | BT-angleski bulterier,
ZDRAVI 1 51 7 LR 35 | AST- ameriski staffordski terier,
2 47 M X 123 | | . o
3 26 M X 18 SBO- $vicarski beli ovcar,
4 60 M X 28 | SH- sibirski husky,
> 37 Z X 1253 | 50. shetlandski ovéar
6 20 Z DA 28
7 60 A NO 33
8 35 A X 10
9 13 M SO 10
10 21 M X 18
11 13 a GR 18
12 26 M SAR 60
13 12 z AT 20
14 59 z X 38,5
15 12 < X 21,4 Tabela 1: Seznam psov vkljufenih v
16 15 M KE 253 | raziskavo
17 12 M BT 10
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4.1 Stopnja srbeza

Stopnja srbeza je bila statisti¢no znacilno manj$a med zdravljenjem v primerjavi s stopnjo
srbeza pred zdravljenjem. Stopnja srbeza pri psih, zdravljenih z vitaminom E, ni pokazala

statisti¢no znacilnih razlik v primerjavi s stopnjo srbeza pri psih, zdravljenih s placebom.

Analiza stopnje srbeza ni pokazala razlik med spoloma.

3 3

Povprecna stopnja srbeza
[
Eal
R

0,00
0 1 2 3 4

Stevilka odvzema
F-Placebo F-Vit-E M-Placebo B M-Vit-E

Diagram 1: Primerjava povprecne stopnje srbeZa po spolu pred zdravljenjem (odvzem 0) in med
zdravljenjem (odvzem 1-4 ) s placebom in vitaminom E

Stopnja srbeza je podana glede na aritmeti¢no sredino (+ standardna napaka) stopnje srbeza
samic (F) in samcev (M) pri vsakem odvzemu.

*#% oznaCuje statisticno zelo znacilno razliko (p < 0,001) med stopnjo srbeza pred

zdravljenjem (odvzem 0) v primerjavi s stopnjo srbeza med zdravljenjem (odvzem 1 — 4).
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Stopnja srbeZa je bila manjSa med zdravljenjem (odvzem 1 — 4) v primerjavi s stopnjo srbeza

pred zdravljenjem (odvzem 0).

4.2 Obseg klini¢nih znakov

Obseg klini¢nih znakov ocenjen po sistemu vrednotenja klini¢nih znakov CADESI-03 je bil
statistiéno znacilno manjs$i med zdravljenjem v primerjavi z obsegom klini¢nih znakov pred
zaCetkom zdravljenja.

Analiza primerjave obsega klini¢nih znakov psov med zdravljenjem (odvzem 1 — 4), je
pokazala statisticno znacilno manjsi obseg klini¢nih znakov pri psih, zdravljenih z vitaminom

E v primerjavi z obsegom klini¢nih znakov pri psih, zdravljenih s placebom (p < 0,05).

Analiza obsega klini¢nih znakov ni pokazala razlik med spoloma.

140,00 3¢ 3k >k

120,00

100,00

80,00 |
60,00

40,00

Povprecniohseg kliniénih znakov

20,00 *
I

0,00

Stevilka odvzema

F-Placebo F-Vit-E M-Placebo | M-Vit-E

Diagram 2: Primerjava povpretnega obsega klini¢nih znakov po spolu pred zdravljenjem (odvzem 0) in
med zdravljenjem (odvzem 1-4) s placebom in vitaminom E
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Obseg klini¢nih znakov je podan glede na aritmeti¢no sredino (+ standardna napaka) obsega

klini¢nih znakov samic (F) in samcev (M) pri vsakem odvzemu.

*#%* oznacuje statistino zelo znacilno razliko ( p < 0,001) med obsegom klini¢nih znakov
psov pred zdravljenjem (odvzem 0) v primerjavi z obsegom klini¢nih znakov med
zdravljenjem (odvzem 1 — 4). Obseg klini¢nih znakov je bil med zdravljenjem (odvzem 1 — 4)

manj$i v primerjavi z obsegom klini¢nih znakov pred zdravljenjem (odvzem 0).

* oznaCuje statisticno znacilno razliko med skupinama placebo in vitamin E pri primerjavi
obsega klini¢nih znakov pacientov med zdravljenjem (odvzem 1 — 4). Pri psih, zdravljenih z
vitaminom E je bil obseg klini¢nih znakov znacilno manjsi (p > 0,05) v primerjavi s psi,

zdravljenimi s placebom.
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4.3 Stevilo kokov

Stevilo kokov na koZi trebuha

Stevilo kokov na koZi trebuha pred in med zdravljenjem s placebom in vitaminom E ni bilo
statisticno razli¢no. Prav tako se Stevilo kokov na kozi trebuha pri psih, zdravljenih z
vitaminom E statisti¢no ni razlikovalo od Stevila kokov na kozi trebuha pri psih, zdravljenih s

placebom.

Analiza Stevila kokov na kozi trebuha ni pokazala razlik med spoloma.

1,4

1,2

0,8

0,6

Povprecno stevilo kokov

0,4

0,2 = - 4 a

0 1 2 3 4

Stevilka odvzema
trebuh

F-Placebo F-Vit-E M-Placebo = M-Vit-E

Diagram 3: Primerjava povprefnega $tevila kokov na koZi trebuha psov po spolu pred zdravljenjem
(odvzem 0) in med zdravljenjem (odvzem 1-4) s placebom in vitaminom E

Stevilo kokov na koZi trebuha je podano glede na aritmeti¢no sredino (+ standardna napaka)

Stevila kokov na kozi trebuha samic (F) in samcev (M) pri vsakem odvzemu.
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Stevilo kokov v sluhovodih

Stevilo kokov v sluhovodih pred in med zdravljenjem s placebom in vitaminom E ni bilo
statisti¢no razli¢no. Prav tako se Stevilo kokov v sluhovodih pri psih, zdravljenih z vitaminom

E statisti¢no ni razlikovalo od Stevila kokov v sluhovodih psov, zdravljenih s placebom.

Analiza Stevila kokov v sluhovodih ni pokazala razlik med spoloma.

Povprecno stevilo kokov
I~
(W]

0 1 2 3 <

Stevilka odvzema
sluhovod

F-Placebo F-Vit-E M-Placebo B M-Vit-E

Diagram 4: Primerjava povpre¢nega $tevila kokov v sluhovodih psov po spolu pred zdravljenjem (odvzem
0) in med zdravljenjem (odvzem 1-4) s placebom in vitaminom E

Stevilo kokov v sluhovodih je podano glede na aritmeti¢no sredino (+ standardna napaka)

Stevila kokov v sluhovodih samic (F) in samcev (M) pri vsakem odvzemu.
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4.4 Stevilo kvasovk

Stevilo kvasovk na koZi trebuha

Stevilo kvasovk na koZi trebuha pred in med zdravljenjem s placebom in vitaminom E ni bilo
statistino razli¢no. Prav tako se Stevilo kvasovk na kozi trebuha pri psih, zdravljenih z
vitaminom E, statisticno ni razlikovalo od S$tevila kvasovk na kozi trebuha pri psih,

zdravljenih s placebom.

0,25

0,2

0,15

0,1

Povpreéno stevilo kvasovk

0,05

o : T T

0 1 2 3 <

Stevilka odvzema
trebuh

M-Placebo ® M-Vit-E

Diagram 5: Primerjava povpre¢nega Stevila kvasovk na kozi trebuha psov po spolu pred zdravljenjem
(odvzem 0) in med zdravljenjem (odvzem 1-4) s placebom in vitaminom E

Stevilo kvasovk na koZi trebuha je podano glede na aritmeti¢no sredino (+ standardna napaka)

Stevila kvasovk na koZzi trebuha samic (F) in samcev (M) pri vsakem odvzemu.
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Kvasovke na kozi trebuha so se pojavljale le pri samcih. Pri samcih, zdravljenih s placebom,
so bile kvasovke prisotne na kozi trebuha pri vseh odvzemih. Pri samcih, zdravljenih z

vitaminom E, so bile kvasovke prisotne na kozi trebuha samo pri odvzemu Stevilka 2.

Stevilo kvasovk v sluhovodih

Stevilo kvasovk v sluhovodih psov pred zdravljenjem ni bilo statistiéno razliéno od §tevila
kvasovk v sluhovodih psov med zdravljenjem s placebom oziroma vitaminom E. Prav tako se
Stevilo kvasovk v sluhovodih pri psih, zdravljenih z vitaminom E, statisti¢no ni razlikovalo od

Stevila kvasovk v sluhovodih psov, zdravljenih s placebom.

Analiza Stevila kvasovk v sluhovodih ni pokazala razlik med spoloma.

[¥a]

Povprectno stevilo kvasovk
[

1 I
0 I & 11 ‘ 1 I I
0 1 2 3 4
-1 .
Stevilka odvzema
sluhovod
F-Placebo F-Vit-E M-Placebo B M-Vit-E

Diagram 6: Primerjava povprecnega S$tevila kvasovk v sluhovodih psov po spolu pred zdravljenjem
(odvzem 0) in med zdravljenjem (odvzem 1-4) s placebom in vitaminom E

Stevilo kvasovk v sluhovodih je podano glede na aritmeti¢no sredino (+ standardna napaka)

Stevila kvasovk v sluhovodih samic (F) in samcev (M) pri vsakem odvzemu.
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Pred zdravljenjem (odvzem 0) ni bilo kvasovk v sluhovodih pri samcih, ki so bili kasneje
zdravljeni s placebom.

I 10 pm I

Slika 1: Kvasovke s kozZe sluhovoda

Slika je posneta pod mikroskopom pri 1000 — kratni povecavi.
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Slika 2: Koki s koZe trebuha

Slika je posneta pod mikroskopom pri 1000 — kratni povecavi
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4.5 Stopnja obarvanja 3 — NT z imunohistokemi¢no metodo

Preparate z imunohistokemic¢no obarvanim trinitrotirozinom smo ocenjevali kvalitativno
mikroskopsko glede na intenziteto obarvanosti epitelija koze in v ta namen vzorcke razdelili v
Stiri skupine, pri ¢emer smo najmanj intenzivno obarvan epitelij oznacili s » + « in najbolj

intenzivno obarvan epitelij s » ++++ «.

O

Slika 3: Razli¢ne kvalitativno ocenjene stopnje imunohistokemi¢nega obarvanega 3 - NT v epiteliju koZe

Slika je posneta pod mikroskopom pri 200 — kratni povecavi

Slika A predstavlja najmanj intenzivno obarvan epitel iz prve skupine vzorcev, ki smo ga

oznacili s » + «

Slika B predstavlja manj intenzivno obarvan epitel iz druge skupine vzorcev, ki smo ga

oznacili s » ++ «
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Slika C predstavlja bolj intenzivno obarvan epitel iz tretje skupine vzorcev, ki smo ga oznadili

S» +++ «

Slika D predstavlja najbolj intenzivno obarvan epitel iz Cetrte skupine vzorcev, ki Smo ga

oznacili s » ++++ «

Stopnja obarvanja 3 — NT z IHC je bila ob koncu zdravljenja (odvzem 4) manjSa v primerjavi
s stopnjo obarvanja pred zdravljenjem (odvzem 0). Razlika je bila na meji statisti¢ne
zanesljivosti (p = 0,050066).

Stopnja obarvanja 3 — NT z IHC se pri psih, zdravljenih z vitaminom E, statisticno ni

razlikovala od stopnje obarvanja 3 — NT z IHC pri psih, zdravljenih s placebom.

Analiza stopnje obarvanja 3 — NT z IHC ni pokazala razlik med spoloma.

4,00

3,50

3,00 ]

2,50

NT z IHC

2,00

1,50

1,00

Povprecnastopnja oharvanja 3 -

0,50

0,00

Stevilka odvzema

F-Placebo F-Vit-E M-Placebo B M-Vit-E

Diagram 7: Primerjava stopnje obarvanja 3 - NT z IHC po spolu pred zdravljenjem (odvzem 0) in ob
koncu zdravljenja (odvzem 4) s placebom in vitaminom E
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Vzorcki bioptov koze za imunohistokemic¢no doloc¢anje 3 — NT so bili odvzeti dvakrat — pred

zdravljenjem (odvzem 0) in ob koncu zdravljenja (odvzem 4).

Stopnja obarvanja 3 — NT z IHC je podana glede na aritmeti¢no sredino (+ standardna

napaka) stopnje obarvanja 3 — NT z IHC samic in samcev pri prvem in drugem odvzemu.

4.6 Stopnja obarvanja iNOS 7 imunohistokemic¢no metodo

Preparate z imunohistokemic¢no obarvanim encimom iNOS smo pregledali pod mikroskopom,
vendar smo pozitivno obarvane celice zasledili le v manjSem delu vzorcev (naklju¢no
razporejenih v skupine), tako da rezultatov imunohistokemi¢nega barvanja proti iNOS nismo

statistiéno ovrednotili.

P : ) e
o \ﬁ ey /
v \ ) i

Slika 4: Imunohistokemi¢no obarvan iNOS v epiteliju koZe

Slika je bila posneta pod mikroskopom pri 400 — kratni povecavi
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5. RAZPRAVA

5.1 Stopnja srbeza

V nasi raziskavi smo zmanjSevanje stopnje srbeza ugotavljali na podlagi ocen stopnje srbeza,
ki so jih lastniki psov dolocili s pomocjo numeri¢ne lestvice za oceno srbeza. Ugotovili smo
statistiéno znacilno manjSo stopnjo srbeza med zdravljenjem v primerjavi s stopnjo srbeza
pred zdravljenjem pri obeh skupinah psov, vendar pa ni bilo statisti¢no znacilnih razlik med

psi, zdravljenimi z vitaminom E, v primerjavi s psi, zdravljenimi s placebom.

Obe skupini psov sta v raziskavi poleg vitamina E ali placeba prejemali tudi antihistaminik
feksofenadin. Stopnja srbeza se je znizala pri obeh skupinah psov, vendar pa med skupinama
razlik v stopnji srbeza nismo ugotovili, zato lahko rezultate pripiSemo zdravljenju psov z
antihistaminikom feksofenainom in ne zdravljenju z vitaminom E. Antihistaminiki namre¢

zavirajo delovanje histamina in tako zmanjSujejo srbez in vnetje koze.

Rezultati naSe raziskave se ujemajo z ugotovitvami raziskave, narejene na tridesetih psih, kjer
so avtorji ugotavljali u¢inek antihistaminika feksofenadina v primerjavi z metilprednizolonom
pri zdravljenju AD psov. Avtorji so ugotovili statisticno znac¢ilno manjSo stopnjo srbeza pri
psih med zdravljenjem s feksofenadinom v primerjavi s stopnjo srbeza pri psih pred
zdravljenjem s feksofenadinom (Plevnik in sod., 2009).

Mocan vpliv antihistaminika feksofenadina v nasi raziskavi bi morda lahko tudi zamaskiral
vpliv vitamina E na zmanjSanje stopnje srbeza.

Negativni rezultat (stopnja srbeza se ni razlikovala med skupino vitamin E in skupino
placebo) bi lahko bil tudi posledica subjektivnosti lastnikov psov pri ocenjevanju stopnje
srbeza. Prav tako bi bil lahko negativni rezultat posledica kratkega trajanja raziskave. Ce bi
zdravljenje psov z AD trajalo dlje ¢asa, bi morda ugotovili vpliv vitamina E na zniZanje
stopnje srbeza, kot to v svoji raziskavi pri ljudeh navaja Tsoureli s sodelavci (Tsoureli —
Nikita in sod., 2002). V tej raziskavi so avtorji ugotovili, da je prenehanje srbeza pri ljudeh z

AD, zdravljenih z vitaminom E, vzrok za zmanj$anje koznih poSkodb.
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V naSo raziskavo nismo vkljucili vpliva letnih ¢asov in bivalnih pogojev na potek in
zdravljenje AD pri psih. Temperatura, vlaga in zra¢nost v okolju lahko vplivata na
obcutljivost in dovzetnost koze na alergene iz okolja, ki lahko vodijo v nastanek AD. V naSo
raziskavo je bilo vkljucenih Stiriindvajset razli¢nih pasem. Razli¢ne pasme psov so razlicno
nagnjene k dolocenim boleznim. Prav tako bi raznolikost pasem lahko vplivala na razli¢en
potek bolezni in odziv na zdravljenje AD. Z raziskavo ene pasme ali manjSega Stevila pasem

psov bi bili morda rezultati raziskave bolj primerljivi.

5.2 Obseg klinicnih znakov

V na$i raziskavi smo zmanjSevanje obsega klin¢nih znakov ocenjevali z zmanjSevanjem

prisotnosti in intenzitete rdeCine koze, lihenifikacije, ekskoriacije in neodlakanosti.

Ugotovili smo statisticno zelo znacilen manjsi obseg klini¢nih znakov med zdravljenjem v
primerjavi z obsegom klini¢nih znakov pred zdravljenjem pri obeh skupinah psov. Ker sta obe
skupini psov poleg placeba ali vitamina E prejemali tudi antihistaminik feksofenadin, lahko
rezultate pripiSemo zdravljenju z antihistaminikom feksofenadinom in ne zdravljenju z
vitaminom E. Rezultati naSe raziskave potrjujejo ugotovitve raziskave, kjer so trideset psov z
AD zdravili s feksofenadinom in njegove ucinke primerjali z uc¢inki metilprednizolona.
Avtorji so ugotovili statisticno znaCilno manjsi obseg klinicnh znakov AD pri psih med
zdravljenjem s feksofenadinom v primerjavi z obsegom klini¢nih znakov pri psih pred
zdravljenjem s feksofenadinom. Ugotovili so, da sta obe omenjeni zdravili zmanjsali obseg
klini¢cnih znakov, vendar je feksofenadin v primerjavi z metilprednizolonom za navedeni

ucinek potreboval daljsi cas (Plevnik in sod., 2009).

Pri analizi primerjave obsega klini¢nih znakov psov pred in med zdravljenjem, smo ugotovili
trend proti statisticni zanesljivosti, ki se je pokazal v manjSem obsegu klini¢nih znakov pri
psih, zdravljenih z vitaminom E, v primerjavi s psi, zdravljenimi s placebom.

Pri analizi primerjave obsega klini¢nih znakov psov med zdravljenjem (odvzemi 1 do 4 brez

odvzema 0; pred zdravljenjem) pa je bil obseg klini¢nih znakov pri psih, zdravljenih z
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vitaminom E v primerjavi s psi, zdravljenimi s placebom, statisti¢no znac¢ilno manjsi, kar kaze

tudi na vpliv vitamina E na uspeSnost zdravljenja AD.

Ker podobne raziskave na psih Se niso bile narejene, lahko te rezultate primerjamo le z

raziskavami pri ljudeh.

V raziskavah pri ljudeh so dokazali vlogo vitamina E kot moc¢nega antioksidanta, ki
zmanjSuje obseznost in pogostost patoloskih sprememb v kozi, ¢e ga vnaSamo s hrano.
Vitamin E pri poviSani koncentraciji zmanjSuje moznost nastanka AD pri ljudeh (Oh in sod.,
2010). Pri ljudeh z AD so v roZeni plasti vrhnjice dokazali poviSano vrednost a-tokoferola
(vitamina E) in za kar 25% znizane vrednosti lipidne peroksidaze, kar avtorji razlagajo z
antioksidantnim delovanjem vitamina E. Kroni¢no vnetje s subklini¢nim potekom AD naj bi
prispevalo k spodbujanju antioksidantnih mehanizmov in tako povecalo koncentracijo
vitamina E v roZeni plasti vrhnjice. V navidezno zdravi koZi ljudi z AD naj bi bila torej
povecana koncentracija vitamina E in zmanjSana koncentracija lipidnih peroksidaz v kozi
posledica odziva na kroni¢no vnetje (Antille in sod., 2002). Raziskava pri ljudeh je tudi
pokazala, da ima topikalna in oralna uporaba vitamina E protitumorni, fotoprotektivni u¢inek

in da stabilizira delovanje koZne pregrade (Thiele in SEkanayake — Mudiyanselage, 2007).

V vecini primerov koznih bolezni pri ljudeh je dokazano, da je topikalno zdravljenje z oljem
vitamine E ucinkovito. Pove€ana vlaznost koZe in zmanjSana prekokoZna izguba vode sta

posledici viskoznosti olja (Panin in sod., 2004).

Pri ljudeh so bile opravljene Stevilne raziskave o vplivu peroralnega ali topikalnega
zdravljenja AD z vitaminom E. V nekaterih raziskavah porocajo o izboljSanju klini¢nih
znakov kot posledica zdravljenja z vitaminom E. V naSi raziskavi smo pse z AD zdravili s
peroralnim dajanjem vitamina E. Ugotovili smo manjsi obseg klini¢nih znakov pri psih,
zdravljenih z vitaminom E, v primerjavi s psi, zdravljenimi s placebom. Rezultati so pokazali
trend proti statisti¢ni zanesljivosti. Statisticno znacilna razlika v obsegu klini¢nih znakov pa
se je pokazala, ko smo primerjali obseg klinicnih znakov psov med zdravljenjem. V nadaljne
raziskave bi bilo primerno vkljuciti vpliv peroralnega zdravljenja hkrati s topikalnim
zdravljenjem z vitaminom E ter vpliv pasemskih razlik, letnih ¢asov oz. dejavnikov okolja

(kot so temperatura, vlaga, zra¢nost) na nastanek in odziv na zdravljenje AD.
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5.3 Stevilo kokov in kvasovk na koZi psov 7 atopi¢nem dermatitisom

Vneta koza psov z AD je pogosto naseljena s koki, ki s svojim delovanjem stopnjujejo
klinicne znake AD (Mason in Lloyd, 1989). Koki so del normalne mikroflore pasje koze,
pojavljajo se na koZzi telesa in sluhovodov zdravih in bolnih psov (Stepanovi¢ in sod., 2001;
May in sod., 2012).

V preteklosti so potekale raziskave, ki so dokazale vec¢jo prisotnost kokov pri bolnih psih z
AD v primerjavi z zdravimi psi. Pri primerjavi vezave kokov na keratinocite zdravih psov in
psov obolelih za AD, primarno serborejo ali bakterijsko piodermijo so ugotovili, da se koki
raje vezejo na keratinocite psov z AD, kot na keratinocite zdravih psov in psov z drugimi
boleznimi koze (McEwan, 2000; McEwan in sod., 2005). Po zdravljenju AD se klini¢ni znaki

zmanjSajo. Zmanjsa se tudi vezava kokov na keratinocite (Harvey in Noble, 1994).

V preteklosti so potekale tudi raziskave o prisotnosti kvasovk (predvsem vrste Malassezia
pachydermatis) na kozi zdravih in bolnih psov. Ugotovili so, da je ta kvasovka redno prisotna
na dlakah in v sluhovodih zdravih psov in mack (Bond in sod., 2000; Nardoni in sod., 2005).
M. pachydermatis je znana kot pogojno patogena gliva, saj je bila izolirana pri ve¢ vrstah
sesalcev, ki so obolevali za razli¢nimi dermatozami (Akerstedt in Vollset, 1996). Posebno
vlogo igra pri AD psov. Podobno kot koki kvasovka pripomore k poslabsanju stanja koze
(Mason in Lloyd, 1989). Pri psih z AD se M. pachydermatis v vec¢ji meri nahaja med prsti, v
sluhovodih, na podrocju zadnjika in dimelj. Zanimivo je, da niso naSli povezave med
obsegom poskodb na kozi in visokim Stevilom kvasovk. Pri psih z AD so celo odkrili veliko
Stevilo kvasovk iz rodu Malassezia na podroc¢jih navidezno zdrave koze (Nardoni in sod.,
2007). V eni od raziskav so preiskovali AD pri 91 psih in ugotovili prisotnost M.
pachydermatis le pri 2 pacientih (Saridomichelakisa in sod., 1999). Torej ni vsak pes, pri
katerem ugotovimo prisotnost M. pachydermatis v pove¢anem $tevilu, atopi¢en in nima vsak

pes z AD na kozi povecanega Stevila M. pachydermatis (DeBoer in Marsella, 2001).

V nasi raziskavi smo Stevilo kokov in kvasovk v brisih koZe ocenjevali kvantitativno s

citolosko preiskavo. VVzorce koze smo jemali s spremenjenih delov koZe trebuha in sluhovoda.
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Ugotovili smo, da Stevilo kokov in kvasovk na koZi trebuha in sluhovodov pred in med
zdravljenjem s placebom in vitaminom E ni bilo statisticno razli¢no. Prav tako se Stevilo
kokov in kvasovk na kozi trebuha in v sluhovodih pri psih, zdravljenih z vitaminom E,
statisticno ni razlikovalo od Stevila kokov in kvasovk na kozi trebuha in sluhovodov psov,
zdravljenih s placebom. Ugotovili smo sicer manjSa nihanja v Stevilu kokov in kvasovk med
obema skupinama, vendar niso bila statisticno znacilna. Rezultate smo pripisali dejstvu, da so
koki in kvasovke pogojno patogeni mikroorganizmi, ki se pojavljajo na kozi in v sluhovodih
tako pri zdravih psih kot pri psih z AD. V raziskavi smo (brez statisticne analize) primerjali
tudi Stevilo kokov in kvasovk pri psih z AD s Stevilom kokov in kvasovk zdravih psov. Razlik
nismo ugotovili. Vendar pa v raziskavi nismo ugotavljali razlik v Stevilu kokov in kvasovk
med spremenjenimi in na videz zdravimi deli koZe. Glede na dejstvo, da so koki in kvasovke
prisotni na kozi in v sluhovodih zdravih psov in psov z AD, razlik morda tudi v tem primeru
ne bi ugotovili. Nardoni s sodelavci (Nardoni in sod., 2007) navaja celo vecje Stevilo kvasovk
iz rodu Malassezia na podro¢jih koze brez poSkodb kot na spremenjenih delih kozZe pri psih z
AD.

5.4 Imunohistokemic¢no barvanje

Pri AD pride do intenzivne infiltracije limfocitov in eozinofilnih granulocitov v kozo. Ti
spros¢ajo pro-vnetne citokine, ROS ter encime, ki katalizirajo nastajanje velikih koli¢in RNS.
Eden izmed teh encimov je iINOS (ter Steege in sod., 1997). DuSikov oksid Skodljivo deluje
zaradi reakcije s superoksidnim anionom, s katerim tvori peroksinitrit, ki deluje mocno
oksidativno in nitracijsko (Calvisi in sod., 2004). Pri reakciji peroksinitrita z beljakovino
tirozin nastaja 3 — NT, ki je pogosto merjen oznacevalec nastajanja RNS in vivo. Prosti
radikali imajo namre¢ prekratko zivljensko dobo, da bi jih lahko merili neposredno, zato
obi¢ajno merimo produkte, ki nastanejo v reakcijah s prostimi radikali in na ta nacin
ocenjujemo OS (Girault in sod., 2001, Tanaka in sod., 1997, Beal, 2002, Radabaugh in sod.,
2008). Raziskave kazejo, da prosti radikali povecujejo vsebnost 3 — NT v urinu podgan (Abu-
Qare in sod., 2001).

Nitracija tirozina je pogosta v Stevilnih proteinih, organih in bolezenskih stanjih. Nizke

koncentracije prostega in na protein vezanega 3 - NT, ki kaZejo na nizko stopnjo oksidacijskih
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in nitracijskih produktov, so prisotne v normalnih pogojih. V bolezenskih stanjih, povezanih z
OS, kot so vnetna obolenja, nevrodegenerativna, kardiovaskularna in druga obolenja, je

koncentracija 3 - NT pri ljudeh znacilno povisana (Souza in sod., 2008).

V eni od raziskav so ugotavljali vpliv NO in RNS na razvoj koznih poskodb, znacilnih za AD
pri NC/Nga misih, ki predstavljajo Zivalski model za preuc¢evanje AD pri ljudeh. Ugotovili,
so, da sta bila nastajanje RNS v eozinofilnih granulocitih in neravnovesje v metabolizmu NO
vpletena v patogenezo koznih poSkodb pri NC/Nga miSih. Koncentracija 3 — NT, vezanega na
proteine, je bila znaCilno povisana v koznih poSkodbah pri NC/Nga misSih z AD.
Imunohistokemic¢no je bila prisotnost 3 — NT izrazena v skoraj vseh eozinofilnih granulocitih
(Kubo in sod., 2005).

V S$tevilnih raziskavah so z imunohistokemi¢nim barvanjem ugotavljali vsebnost 3 — NT kot
oznacevalca oksidativnega stresa. Vendar nikjer v literaturi nismo zasledili raziskav o vplivu
zdravljenja z vitaminom E na imunohistokemicne parametre oksidativnega stresa pri psih z

AD.

V nasi raziskavi smo biopte koze odvzeli pri prvem in zadnjem obisku in jih na podlagi
imunohistokemi¢nega barvanja 3 — NT in INOS kvalitativnho ocenjevali pod mikroskopom
glede na stopnjo obarvanja epitelija koZe (preparatov z imunohistokemi¢no obarvanim iNOS

nismo statisticno ovrednotili).

Ugotovili smo manjso stopnjo obarvanja 3 — NT z IHC po zdravljenju v primerjavi s stopnjo
obarvanja pred zdravljenjem pri obeh skupinah psov. Razlika je bila na meji statisticne
zanesljivosti. Vendar pa se stopnja obarvanja 3 — NT z IHC pri psih, zdravljenih z vitaminom
E, statisticno ni razlikovala od stopnje obarvanja 3 — NT z IHC psov, zdravljenih s placebom.

Ker je bilo obarvanje 3 — NT z IHC po zdravljenju manjSe pri obeh skupinah psov, razlik ne

moremo pripisati vplivu vitamina E.
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5.5 Vpliv spola na vpliv zdravljenja AD z vitaminom E

V $tevilnih raziskavah so proucevali vpliv spola na nastanek AD, vendar so rezultati raziskav
nekonsistentni (Griffin. in DeBoer, 2001). V nekaterih raziskavah so ugotavljali veéjo
predispozicijo za nastanek AD pri samicah. Tako so v eni od raziskav pri ljudeh npr.
ugotavljali vpliv vitamina E na klini¢ne znake in koncentracijo IgE v serumu in ugotovili, da
je v skupinah, zdravljenimi s placebom in vitaminom E, AD manj napredoval pri Zenskah kot
pri moskih. Ve¢ Zensk kot moskih je preslo v popolno remisijo (Tsoureli — Nikita in sod.,
2002). V drugih raziskavah so ve¢jo predispozicijo za nastanek AD pripisali samcem,

nekatere raziskave pa niso pokazale vpliva spola na nastanek AD (Griffin. in DeBoer, 2001).

V na$i raziskavi smo v statisti¢no analizo vkljucili obdelavo podatkov vseh preiskovanih
parametrov psov in sicer stopnjo srbeza, obseg klini¢nih znakov, Stevilo kokov in kvasovk na
kozi trebuha in v sluhovodih ter stopnjo obarvanja 3 — NT z imunohistokemi¢no metodo.
Analize smo naredili skupno za oba spola in posebej za vsak spol, vendar pri nobenem od

preiskovanih parametrov nismo ugotovili razlik med spoloma.

Rezultati vec raziskav, v katerih so proucevali vpliv spola na nastanek AD, so zelo razli¢ni. V
naso raziskavo so bili vkljueni Kkastrirani in nekastrirani samci ter sterilizirane in
nesterilizirane samice. Rezultati vpliva zdravljenja AD z vitaminom E bi bili zagotovo bolj
primerljivi, ¢e bi bili v raziskavo vkljucene zgolj nekastrirane oz. nesterilizirane zivali ali
zgolj sterilizirane oziroma kastrirane zivali, saj imajo tudi spolni hormoni pomemben vpliv na
koZo. Estrogeni in androgeni hormoni so odgovori za vi§jo stopnjo delitev celic v bazalnem
delu vrhnjice. Poleg tega estrogeni posredno povecajo tvorbo hialuronske kisline, ki koZi
pomaga ohranjati vlago. Androgeni pa povecujejo nastajanje kolagena, kar se odraza v vecji
odpornosti koze na zunanje vplive, zato bi tako estrogeni kot androgeni lahko imeli vpliv na
potek AD, ki pa bi bil lahko v nasi raziskavi zakrit zaradi individualnih razlik med psi, ki so

bili vkljuceni v raziskavo.
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6. SKLEPI

V nasi raziskavi nismo ugotovili bistvenega vpliva dodajanja vitamina E na Stevilo kokov in

kvasovk na kozi trebuha in sluhovodov psov.

Stopnja srbeza se je znizala pri obeh skupinah psov. Rezultate smo pripisali zdravljenju psov

z antihistaminikom feksofenadinom in ne zdravljenju z vitaminom E.

V nasi raziskavi se je obseg klini¢nih znakov pri psih ves Cas zdravljenja zmanjSeval. Pri
analizi primerjave obsega klini¢nih znakov psov pred in med zdravljenjem smo ugotovili
trend proti statisticni zanesljivosti, ki se je pokazal v manjSem obsegu klini¢nih znakov pri
psih, zdravljenih z vitaminom E v primerjavi s psi, zdravljenimi s placebom.

Pri analizi primerjave obsega klini¢nih znakov psov med zdravljenjem (odvzemi 1 — 4) pa se
je obseg klini¢nih znakov statisticno znacilno zmanjsal pri psih, zdravljenih z vitaminom E, v
primerjavi s psi, zdravljenimi s placebom. Rezultate zato lahko deloma pripisSemo tudi vplivu

zdravljenja z vitaminom E.

Stopnja obarvanja 3 — NT z IHC pri psih, zdravljenih z vitaminom E se statisti¢éno ni

razlikovala od stopnje obarvanja 3 — NT z IHC psov, zdravljenih s placebom.

V nasi raziskavi razlik med spoloma pri poteku in znacilnostih AD psov nismo ugotovili.

Z raziskavo smo ovrgli hipotezo, da ima zdravljenje AD z vitaminom E vpliv na
zmanjSevanje vsebnosti imunohistokemi¢no obarvanega 3 — NT. Hipotezo, da je uporaba
vitamina E smiselna pri zdravljenju atopi¢nega dermatitisa pri psih, smo deloma potrdili,
deloma ovrgli, saj ima pri primerjavi obsega klini¢nih znakov pacientov med zdravljenjem,
zdravljenje z vitaminom E vpliv na izboljSevanje klinicnih znakov psov z AD, vendar pa ne
vpliva na znizanje stopnje srbeza in na manjSe Stevilo kokov in kvasovk na kozi trebuha in

sluhovodov psov.
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7. POVZETEK

Oksidativni stres je vpleten v patogenezo AD pri ljudeh in psih. Stevilne raziskave pri ljudeh
in psih so dokazale vpliv delovanja antioksidantov na zmanjSevanje patoloskih sprememb v
kozi. V nasi raziskavi smo Zeleli ugotovili, ali antioksidant vitamin E vpliva na zmanjSanje
parametrov oksidativnega stresa pri psih z AD in ali je uporaba vitamina E uéinkovita in
smiselna pri zdravljenju AD pri psih. V raziskavo so bili vkljuceni zdravi psi in psi z
diagnozo AD. Psi z AD so bili dvojno slepo razdeljeni v dve skupini. Obe skupini psov sta
prejemali antihistaminik feksofenadin, ena skupina psov je poleg antihistaminika prejemala
placebo, druga skupina psov pa je poleg antihistamika prejemala vitamin E. V obdobju 8
tednov smo petkrat ocenjevali klini¢ne spremembe na koZzi psov in srbez. Pri vsakem obisku
smo odvzeli tudi ostruzke in brise koze telesa in sluhovodov za citolosko preiskavo. Biopte za
imunohistokemic¢no doloc¢anje 3-NT in iINOS smo odvzeli pri prvem in pri zadnjem obisku. V
nasi raziskavi smo ugotovili pozitiven vpliv vitamina E na manjSi obseg klini¢nih znakov pri
psih z AD. Manjsi obseg klinicnih znakov je bil statisticno znacilen pri primerjavi obsega
kliniénih znakov psov med zdravljenjem (pregledi 1-4). Stopnja srbeza je bila statisticno
zmanjSana. ZmanjSana stopnja srbeza je bila posledica delovanja antihistaminika
feksofenadina. Uporaba vitamina E ni pripomogla k zmanjSanju Stevila kokov in kvasovk.
Prav tako zdravljenje z vitaminom E ni imelo vpliva na zmanjSevanje vsebnosti
imunohistokemic¢no obarvanega 3—NT. Razlik med spoloma pri zdravljenju z vitaminom E
nismo ugotovili. Z raziskavo smo ovrgli hipotezo, da ima zdravljenje AD z vitaminom E vpliv
na zmanjSevanje vsebnosti imunohistokemi¢no obarvanega 3 — NT. Hipotezo, da je uporaba
vitamina E smiselna pri zdravljenju AD pri psih, smo deloma potrdili, deloma ovrgli, saj ima
zdravljenje z vitaminom E vpliv na izboljSevanje klini¢nih znakov psov z AD, vendar pa ne
vpliva na izboljSevanje stopnje srbeza in Stevilo kokov in kvasovk na kozi trebuha in

sluhovodov psov.

V nadaljnje raziskave bi bilo primerno vkljuciti vpliv peroralnega zdravljenja hkrati s
topikalnim zdravljenjem z vitaminom E, vpliv letnih Casov oz. dejavnikov okolja (kot so
temperatura, vlaga, zracnost), pasemskih razlik ter vpliv spolnih hormonov na nastanek in

odziv na zdravljenje AD. Topikalno zdravljenje koznih bolezni z oljem vitamina E je pri
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ljudeh koristno v vecini primerov AD. Temperatura, vlaga in zracnost v okolju lahko vplivajo
na obcutljivost in dovzetnost koze na alergene iz okolja, ki lahko vodijo v nastanek AD.
Razli¢ne pasme psov so razli¢no nagnjene k dolo¢enim boleznim. Zato bi raznolikost pasem
lahko vplivala na razlicen potek bolezni in odziv na zdravljenje AD. Rezultati vpliva
zdravljenja AD z vitaminom E bi bili morda bolj primerljivi, ¢e bi bili v raziskavo vkljuc¢ene
zgolj nesterilizirane in nekastrirane Zivali ali zgolj sterilizirane oziroma kastrirane Zivali, saj

imajo tudi spolni hormoni pomemben vpliv na koZo.
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