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. EINLEITUNG

Die canine atopische Dermatitis (AD) ist im Praxisalltag der Kleintiermedizin sehr
haufig (HILLIER und GRIFFIN, 2001) und wird als eine entziindliche und
juckende Hauterkrankung mit genetischer Pradisposition definiert (HALLIWELL,
2006). Trotz neuer Erkenntnisse in den letzten Jahren ist die zugrundeliegende
Pathogenese dieser komplexen und multifaktoriellen Erkrankung noch immer nicht
vollstandig geklart (SANTORO et al., 2015; MARSELLA, 2021a; MARSELLA,
2021Db). Der chronische und oftmals progressive Verlauf der caninen AD schrankt
nicht nur die Lebensqualitdt der Hunde ein, sondern kann auch auf Seiten der
Tierbesitzer zu einer groflen und gleichzeitig frustrierenden Belastung werden
(LINEK und FAVROT, 2010; GEDON und MUELLER, 2018; NOLI, 2019). Aus
diesem Grund ist es umso wichtiger, die Patientenbesitzer Gber den Verlauf der
Erkrankung aufzuklaren, denn betroffene Hunde konnen zwar erfolgreich
behandelt, aber selten geheilt werden (GORTEL, 2018). Die Diagnosestellung der
caninen AD kann ein schwieriger Prozess sein, da diese Krankheit keine
pathognomonischen klinischen Anzeichen aufweist (DEBOER und HILLIER,
2001a). Dazu kommt, dass derzeit keines der auf dem Markt verfugbaren
Testverfahren zwischen einem gesunden und einem atopischen Hund differenzieren
kann. Positive Testreaktionen treten nicht nur bei atopischen, sondern auch bei
gesunden Hunden auf und umgekehrt kann nicht jede Testreaktion als klinisch
relevant betrachtet werden (HENSEL et al., 2015). Dementsprechend wird die
korrekte Diagnose fiir jeden einzelnen Patienten mittels einer Kombination aus
Anamnese, klinischem Bild und Ausschluss anderer Differenzialdiagnosen wie der
Flohspeichelallergie, dem Befall mit Ektoparasiten und/oder vorhandenen
Sekundarinfektionen gestellt (HENSEL et al., 2015). Therapeutisch stehen
grundsatzlich ein kausaler und ein symptomatischer Behandlungsansatz zur
Auswahl. Wéhrend beim kausalen Therapieansatz lediglich die immunspezifische
Allergen-Immuntherapie (AIT) verflgbar ist, kommen fir die symptomatische
Therapie eine Reihe an Medikamenten in Frage, die sich alle in ihrer Wirksamkeit
und den damit verbundenen Nebenwirkungen unterscheiden (OLIVRY et al., 2015;
SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016). Die Auswahl geeigneter Allergene
flr den Beginn der kausalen AIT erfolgt auf Basis der Anamnese in Verbindung

mit den Resultaten eines Intrakutan- oder Serumtests auf allergenspezifisches



I. Einleitung 2

Immunglobulin E (IgE) (HENSEL et al., 2015). Die Interpretation der jeweiligen
Testergebnisse sollte keinesfalls isoliert von der individuellen Patientenhistorie
erfolgen, da die gemessene Reaktivitat nicht zwangslaufig mit der klinischen
Schwere korreliert (PUCHEU-HASTON et al., 2015a). Aufgrund ihrer Einfachheit
erfreut sich die Serumtestung basierend auf allergenspezifischem IgE in diesem
Kontext grofl3er Beliebtheit. Die Interpretation der Testresultate stellt allerdings eine
Herausforderung dar, sofern die positiven Testreaktionen nicht mit der
Krankengeschichte des Patienten korrelieren. Die Problematik bei den aktuell zur
Verfligung stehenden Serumtests liegt nicht nur in der weltweit bekannten geringen
Spezifitat und Sensitivitat von In-vitro-1gE-Tests (DEBOER und HILLIER, 2001b;
HENSEL et al., 2015), sondern auch darin, dass die Ergebnisse von Serum- und
Intrakutantest h&ufig im Widerspruch zueinander stehen (FOSTER et al., 2003).
Diese beschriebenen Unstimmigkeiten lassen sich teilweise durch das
Vorhandensein kreuzreaktiver Kohlenhydratdeterminanten (CCDs) erkléren. Dabei
handelt es sich um h&ufig vorkommende Strukturen in Pflanzen- und
Insektenallergenen (FAYE und CHRISPEELS, 1988; FAYE et al., 1993; JIN et al.,
2008), die vergangenen Studien zufolge eine Polysensibilisierung in Serumtests
mancher Patienten auslésen kénnen (GEDON et al., 2019; LEE et al., 2020;
CANNING et al., 2021; MOHAMMADDAVOODI et al., 2021). Folglich kénnen
die ausgebildeten CCD-spezifischen IgE Antikorper (Anti-CCD-IgE Antikdrper)
die Ubereinstimmung zwischen Intrakutan- und Serumtests verringern (GEDON et
al., 2019) und dadurch moglicherweise die korrekte Allergenauswahl fur die AIT
erschweren. Bei Betrachtung des symptomatischen Therapieansatzes der caninen
AD st festzustellen, dass in den vergangenen Jahrzehnten insbesondere
Medikamente mit einem breiten Behandlungsspektrum wie Glukokortikoide und
Ciclosporine Mittel der Wahl waren. Neue Therapieansdatze mit geringeren
Nebenwirkungen hingegen zielen spezifisch auf dysregulierte Zytokine ab
(MARSELLA, 2021a). In den letzten Jahren ist das Interleukin-31 (I1L-31) aufgrund
seiner pruritogenen und proinflammatorischen Eigenschaften in den Fokus der
Wissenschaft gertickt (DILLON et al., 2004; ZHANG et al., 2008; SALEEM et al.,
2017). Lokivetmab (Cytopoint®, Zoetis Belgium SA) ist ein caninisierter
monoklonaler Antikorper, welcher selektiv das zirkulierende IL-31 von Hunden
bindet und dadurch zu einer effektiven und raschen Juckreizlinderung fur die
angegebene Wirkdauer von mindestens einem Monat fuhrt. Gleichzeitig geht seine

Anwendung nur mit geringfugigen Nebenwirkungen einher (MICHELS et al.,
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2016a; MICHELS et al., 2016b; MOYAERT et al., 2017; SZCZEPANIK et al.,
2020; FLECK et al., 2021; VAN BRUSSEL et al., 2021).

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit bestand darin, anhand der ersten Studie zu
ermitteln, ob bei atopischen Hunden die Testergebnisse von Serum- und
Intrakutantest durch die Blockierung von Anti-CCD-IgE Antikorpern unter
Verwendung eines in diesem Zusammenhang noch nicht untersuchten
Blockierungsmittels, bekannt als NEXT+ (Nextmune AB, Stockholm, Schweden),
besser miteinander korrelieren. Daruber hinaus wurde untersucht, ob die
Blockierung von Anti-CCD-IgE Antikorpern in CCD-positiven Seren zu einer
Reduzierung der Polysensibilisierung gegentber Pflanzen- und Insektenallergenen
fuhrt. Zusatzlich wurden auch Hundeseren von gesunden Hunden auf das

Vorhandensein von Anti-CCD-IgE Antikorpern tberprift.

Im Rahmen der zweiten Studie sollte als Hauptziel ermittelt werden, inwieweit sich
Lokivetmab als sicheres und effektives Langzeittherapeutikum fiir Hunde mit AD
unter Feldbedingungen eignet, da es zum jetzigen Zeitpunkt an ausfihrlichen
Langzeitstudien zum Einsatz von Lokivetmab bei caniner AD in der Literatur
mangelt. Zudem gibt es bisher lediglich eine einzige Veroffentlichung aus
Nordamerika, in der einzelne Faktoren zur Vorhersage des anfanglichen
Therapieerfolgs von Lokivetmab untersucht wurden (SOUZA et al., 2018). Dies hat
uns dazu veranlasst zu prifen, ob &dhnliche Faktoren wie die Art der AD
(lebensmittel- oder umweltbedingt), das Alter bei der erstmaligen Verabreichung
von Lokivetmab, die Chronizitat der Erkrankung, die verwendete Dosierung und
das Vorhandensein von Sekundérinfektionen am Tag der ersten Injektion von
Lokivetmab nicht nur einen Einfluss auf das anfangliche Behandlungsergebnis,
sondern auch auf die langfristigen Ergebnisse bei europdischen Hunden haben. Ein
zusétzliches Ziel war es, samtliche wahrend des Studienzeitraums beobachteten

Nebenwirkungen zu dokumentieren.
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Die canine atopische Dermatitis — eine haufig auftretende Hauterkrankung im

Praxisalltag (Original-Manuskript)

Einleitung

Was verstehen wir unter der sogenannten caninen atopischen Dermatitis eigentlich?
Die canine atopische Dermatitis (CAD) ist eine weit verbreitete allergische
Hauterkrankung beim Hund, die Pravalenz liegt bei ca. 10-15 % (HILLIER und
GRIFFIN, 2001b; GEDON und MUELLER, 2018). Sie wird definiert als eine
»genetisch pradisponierte, entzlndliche und juckende Hauterkrankung mit
charakteristischen  klinischen =~ Merkmalen (HALLIWELL, 2006). Das
Krankheitsbild ist jedoch keinesfalls pathognomonisch, die Diagnose ist nur mittels
ausfihrlicher Anamnese und weiterflhrenden klinischen Untersuchungen zu
stellen (HENSEL et al., 2015). Bei Hunden mit atopischer Dermatitis (AD) kommt
es zur Bildung von ,,IgE-Antikorpern, die am haufigsten gegen Umweltallergene
gerichtet sind“ (HALLIWELL, 2006). Daraus wird ersichtlich, dass neben den
Umweltallergenen auch weitere, insbesondere Futterallergene eine wichtige Rolle
im Krankheitsverlauf mancher Hunde spielen kénnen (HILLIER und GRIFFIN,
2001a).

Canine atopische Dermatitis oder ..canine atopic-like Dermatitis*“?

In der Praxis konnen bei manchen Féllen korrekt diagnostizierter atopischer
Dermatitis  keine allergenspezifischen  IgE-Antikorper-Spiegel im  Blut
nachgewiesen werden. Dieses Phdnomen wird in der Literatur als ,,canine atopic-
like Dermatitis*“ bezeichnet, das mit Ausnahme der fehlenden IgE-Antikdorper
klinisch und histologisch zur atopischen Dermatitis identisch ist (HALLIWELL,
2006). Ob allerdings (wie in der Humanmedizin) eine fehlende IgE-Antwort
vorliegt, die Allergien also auf zellmediierter Uberschieender Immunantwort
beruhen, oder die relevanten Allergene fur diesen Patienten nicht im Assay getestet
werden, ist beim Hund noch nicht klar.

Pathogenese und Ursachen

Die genaue Pathogenese ist bis heute noch nicht vollstandig geklart, weder in der
Human- noch in der Tiermedizin. Es wurden nacheinander unterschiedliche
Theorien entwickelt (SANTORO et al., 2015):

Die ,,inside-outside* Theorie besagt, dass genetisch bedingte Veranderungen im
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Immunsystem dazu fiihren, dass auf harmlos einzustufende Allergene mit einer
uberschieffenden Immunantwort reagiert wird (SANTORO et al., 2015). Bei der
,,outside-inside ““ Theorie liegt ein Defekt der Hautbarriere vor (WOLF und WOLF,
2012). Dieser Defekt ermdglicht es den Allergenen, die Epidermis zu penetrieren,
was zur Folge hat, dass sowohl die Allergenmenge in der Haut, als auch der Kontakt
und die Expositionsdauer zwischen den Allergenen und den epidermalen
Immunzellen deutlich ansteigt (SANTORO et al., 2015). Letztgenannte Hypothese
wurde zu der umfassenderen ,, outside-inside-outside “ Theorie ausgeweitet, auch
hier erlaubt eine gestorte Hautbarriere ein Durchdringen der Allergene, wodurch es
zu einer Uberreaktion des lokalen Immunsystems kommt, die dabei ausgeschiitteten
Immunmediatoren wiederum bewirken eine weitere Zerstérung der ohnehin schon
nicht-intakten Hautbarriere, ein Circulus vitiosus entsteht (ELIAS et al., 2008;
SANTORO et al., 2015).

Fest steht, dass es sich bei der caninen atopischen Dermatitis um ein
multifaktorielles Geschehen handelt (SANTORO et al., 2015). Mehrere
Komponenten spielen laut derzeitigem Wissenstand eine wichtige Rolle im

Rahmen der Krankheitsentstehung und werden im Anschluss néher erldutert.
Stérung der Hautbarriere

Das Stratum corneum stellt die dul3erste Schicht der Epidermis dar und fungiert als
primare physikalische Barriere der Haut. Die Struktur wird mit der einer
Ziegelmauer verglichen, wobei die Korneozyten die Ziegelsteine darstellen, die in
der Lipidmatrix, also dem Mortel, eingebettet sind (ELIAS, 1983; NISHIFUJI und
YOON, 2013).

Das Zytoskelett der Korneozyten besteht aus Bindeln von Keratinfilamenten, die
mit Filaggrin-Monomeren aggregiert sind, um den Zellen nicht nur ihre abgeflachte
Form, sondern gleichzeitig auch ihre mechanische Festigkeit zu verleihen
(NISHIFUJI und YOON, 2013). Die im interzellularen Raum befindlichen Lipide
- Ceramide, freie Fettsdauren und Cholesterol - sind in Lamellen angeordnet
(NISHIFUJI und YOON, 2013; CHERMPRAPAI et al., 2018). Insbesondere die
Ceramide als Hauptbestandteil des Stratum corneum spielen dabei eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Permeabilitatsfunktion der
Hautbarriere (NISHIFUJI und YOON, 2013).

Bei der caninen atopischen Dermatitis wurden durchbrochene Lipid-Lamellen, die
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in ihrer Dicke reduziert sind, erniedrigte Ceramid-Spiegel, veranderte Ceramid-
Profile und erniedrigte Mengen an Filaggrin beschrieben, die einzeln oder in
Kombination bei individuellen Patienten auftreten und strukturelle und funktionelle
Stoérungen der Hautbarriere (auch in unverdnderten Hautarealen) hervorrufen
koénnen (INMAN et al., 2001; SHIMADA et al., 2009; CHERVET et al., 2010;
YOON et al., 2011; MARSELLA et al., 2016; COMBARROS et al., 2020). Unklar
bleibt bei den meisten Patienten, ob die geschéadigte Hautbarriere die Ursache oder
die Folge der mit caniner atopischer Dermatitis einhergehenden Entziindung
darstellt. Die primar oder sekundar geschédigte Epidermis erhéht aber in jedem Fall

das Risiko der Allergen-Sensibilisierung.
Genetischer Hintergrund

Die canine atopische Dermatitis gehort zur Kategorie der vererbbaren Krankheiten.
Bei den Rassen Labrador und Golden Retriever wurde in einer Studie mit britischen
Blindenhunden ermittelt, dass fast 50% des Erkrankungsrisikos durch den Genotyp
des jeweiligen Hundes vorgegeben wird. Sind beide Elternteile Atopiker, ist die
Wahrscheinlichkeit am groBten, dass der Nachkommling ebenfalls atopisch wird,
ist dagegen nur ein Elternteil betroffen, ist die Gefahr der Ubertragung geringer,
aber immer noch héher im Vergleich zu nicht-erkrankten Elterntieren (SHAW et
al., 2004). Das entspricht den Verhaltnissen beim Menschen. In der Literatur sind
neben Labrador und Golden Retriever auch der West Highland White Terrier, der
Deutsche Schéferhund, Cocker Spaniel, Boxer, die Franzésische Bulldogge und der
Mops besonders haufig reprasentiert (BIZIKOVA et al., 2015a; MAZRIER et al.,
2016).

Bisher durchgefiihrte genomische Studien haben zahlreiche Genkandidaten
aufgedeckt, die aufgrund ihrer Rolle in der Immunitat, der Hautbarriere, dem
Entzindungsprozess und der Apoptose an der Pathogenese der Atopie beteiligt sein
konnen (BIZIKOVA et al, 2015a). In einer Veroffentlichung wurde die
Genexpression in Allergen-behandelter Haut von sensibilisierten Hunden genauer
untersucht: 361 Gene, die am Entziindungsgeschehen, der Wundheilung und der
Immunantwort mitwirken, wurden vermehrt exprimiert, wohingegen 226 Gene, die
fur die Differenzierung und Funktion der Hautbarriere essenziell sind, geringere
mRNA-Konzentrationen zeigten (SCHAMBER et al., 2014). Im letzten Jahr wurde
in den USA eine grof’e Gruppe von atopischen West Highland White Terriern

untersucht. Es wurde ein Zusammenhang zwischen Chromosom 3 und der
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Auspragung der atopischen Dermatitis vermutet. Insbesondere das F2R-Gen ist
hierbei in den Fokus gerickt, es ist malgeblich an der Entstehung des
Entzundungsgeschehens beteiligt, nachdem es durch endogene und exogene (z.B.
allergische) Proteasen aktiviert wird. Solche Proteasen sind zum Beispiel an der
Desquamation beteiligt oder stammen von Umweltallergenen (AGLER et al.,
2019).

Umweltfaktoren und Lebensumsténde

Bei atopischen Labradoren und Golden Retrievern wurden das Aufwachsen in einer
stadtischen Umgebung, die Zugehorigkeit zum mannlichen Geschlecht, das
Kastrieren von Ruden und Hlndinnen und die regelméRige Flohprophylaxe als
Risikofaktoren der Erkrankung identifiziert. Zu den Schutzfaktoren dagegen
gehoren das Zusammenleben mit anderen Hunden (nicht jedoch mit Katzen) und
das Spazierengehen in Waldern, Feldern und an Stranden (HARVEY et al., 2019).
Allerdings waren die Risiko- bzw. Schutzfaktoren nicht sehr ausgepragt. Viele der
soeben aufgezahlten Punkte spiegeln die Erkenntnisse der Hygiene-Hypothese
wider, die erstmals von Strachan im Jahre 1989 aufgestellt wurde, als er die
negative Korrelation zwischen dem Auftreten von Heuschnupfen und der Anzahl
an Geschwisterkindern in Grof3britannien untersucht hat. Dieser Effekt war bei
jungeren Kindern am starksten ausgepragt. Bei jedem weiteren Kind wurde
demnach die Wahrscheinlichkeit, eine allergische Erkrankung zu entwickeln,
geringer. Dieses Resultat impliziert, dass die Exposition zu ,,normalen* Infektionen
im Kindesalter vor spéaterer Allergie-Entwicklung schutzen kann (STRACHAN,
1989; BIZIKOVA et al., 2015a).

In den letzten Jahren wurde die Hygiene-Hypothese ausgeweitet. Es wird davon
ausgegangen, dass der Abfall von Infektionsraten in den westlichen Landern
sowohl zu ansteigenden  Allergie-Fallen, als auch zu vermehrten
Autoimmunerkrankungen gefiihrt hat (OKADA et al., 2010).

UberschieRende Immunreaktion

Hunde mit caniner atopischer Dermatitis zeigen Veranderungen in der
Immunabwehr, dies ist bereits der fest verankerten Definition zu entnehmen
(HALLIWELL, 2006). Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass bei erkrankten
Hunden die unverhaltnismalig starke humorale Th2-Immunantwort die typischen

Krankheitssymptome erklaren kann. In der Phase der Sensibilisierung treffen die
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Allergene zum ersten Mal auf T-Zellen im Kérper und I6sen dort eine Th2-Reaktion
aus. Dies flhrt zur Ausschittung von Interleukinen (IL-4 und IL-13) und zum
anschlieBenden Klassenwechsel der Antikorper-Produktion zu IgE. Daraufhin
binden die neu gebildeten IgE-Antikorper an die passenden Rezeptoren der
Mastzellen, basophilen und eosinophilen Granulozyten. Bei erneutem Kontakt mit
dem gleichen Allergen kommt es in der Effektorphase zum sogenannten Cross-
linking dieser IgE-Antikorper, was die Degranulation und Freisetzung von
Entzundungsmediatoren zur Folge hat. Es kommt zur Ausbildung der fur die
Allergie typischen Symptome. Allerdings ist die Klassische durch
Mastzelldegranulation hervorgerufene Krankheit die Quaddelsucht und canine
atopische Dermatitis ist nicht durch Quaddeln gekennzeichnet (PUCHEU-
HASTON et al., 2015; PALI-SCHOLL et al., 2017; MUELLER und UNTERER,
2018). Zusatzlich zeigen nicht nur atopische Hunde, sondern auch sehr viele
gesunde Tiere positive Reaktionen in Intrakutan- und Serumallergietests
(MUELLER und OLIVRY, 2017; GEDON und MUELLER, 2018). Neben der
soeben beschriebenen (iberschiefenden Th2-Immunreaktion mussen also noch
weitere veranderte Immunantworten ablaufen. In akuten L&sionen, also dem friihen
Stadium der Entzindung, dominiert der humorale (also fur die
Antikorperproduktion relevante) Th2-Phanotyp (mit erhohten Spiegel von IL-4, IL-
5, IL-6, IL-13 und IL-31), wohingegen in chronischen Lé&sionen ein gemischtes
Muster von Lymphozyten und Zytokinen zu finden ist, es treten nicht nur Th2-
Mediatoren auf, sondern auch Thl-, Thl7- und Th22-Antworten laufen ab
(WAGNER et al., 2017; GEDON und MUELLER, 2018; NUTTALL et al., 2019).

Thl Zellen unterstitzen normalerweise die zellmediierte Immunantwort gegen
Viren und intrazellulare Bakterien, sind bei allergischen Individuen aber auch an
chronischen Veranderungen beteiligt (NUTTALL etal., 2019). Th17-Lymphozyten
hingegen produzieren IL-17, einen proinflammatorischen Botenstoff, der bei der
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten eine entscheidende Rolle einnimmt und
bei atopischen Hunden in erhéhten Konzentrationen zu finden ist (CHAUDHARY
etal., 2019; NUTTALL et al., 2019). Diese Zellgruppe schutzt normalerweise vor
extrazelluldren Pathogenen, insbesondere auf der Oberflache von Epithelien
(NUTTALL et al, 2019). Die Th22-Zellen fordern und regulieren
Gewebeentzindungen und -reparaturen. Man nimmt an, dass sie die epitheliale
Proliferation in der Haut unterstiitzen (NUTTALL et al., 2019).
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Im Gegensatz dazu haben regulatorische T-Zellen zur Aufgabe die Antwort des
Immunsystems auf Allergene zu modulieren, indem sie die Effektor-T-Zellen direkt
supprimieren. Bei Atopikern kann dies nicht gewéhrleistet werden, es herrscht
entweder ein Mangel an regulatorischen T-Zellen oder die vorhandenen Zellen sind
in ihrer Funktionalitat gestort (WAGNER et al., 2017). Es steht somit auRer Frage,
dass eine Uberreaktion des Immunsystems fiir die Pathogenese der caninen
atopischen Dermatitis verantwortlich ist. Die Pathogenese ist allerdings kompliziert
und viele verschiedene Gene und Umweltfaktoren spielen (bei verschiedenen
Patienten in unterschiedlicher Zusammensetzung und Relevanz) eine Rolle, wobei
allerdings noch viel Handlungsbedarf besteht, um die ablaufenden Mechanismen
im Einzelnen zu entschlisseln und im Detail zu verstehen. Diese Veranderungen
sind in der Humanmedizin denen des Hundes sehr ahnlich und in vielerlei Hinsicht
sogar identisch. Die canine atopische Dermatitis wurde aus diesem Grund als
Modell fir die humane atopische Dermatitis vorgeschlagen (GEDON und
MUELLER, 2018).

Klinik

Urspriinglich verstand man unter der caninen atopischen Dermatitis lediglich die
durch Umweltallergene ausgeldste Form (Umweltallergie). Da jedoch auch
Futterallergene identische Hautsymptome ausldsen kénnen, hat man die Definition
im Jahre 2006 erweitert (HALLIWELL, 2006; FAVROT et al., 2010; BIZIKOVA
et al., 2015b; MUELLER und UNTERER, 2018). Nichtsdestotrotz werden
Umweltallergien haufiger beschrieben als die futterinduzierte Variante
(Futtermittelallergie) (MUELLER und UNTERER, 2018).

Klinisches Erscheinungsbild

Das Hauptsymptom der caninen atopischen Dermatitis ist Pruritus, durch die
anfanglich geringgradige Entziindung kommt es auch bei vielen Hunden zu einem
Hauterythem. Anhaltender Juckreiz und Entziindungen fuhren in der Regel zu
selbst-induzierten Sekundarl&sionen, wie brdaunlichen Speichelverfarbungen des
Fells bis hin zu Alopezie, Exkoriationen und in chronischen Féllen
Hyperpigmentierungen und Lichenifizierungen. Sekundérinfektionen der Haut
treten vermehrt auf und sind im Fall von vorliegenden Bakterien meist mit
follikularen Papeln, Pusteln, epidermalen Schuppenkrédnzen und/oder Krusten

vergesellschaftet. Hefeinfektionen hingegen flhren zu verstarkten Erythemen und
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einem Oligen, fettigen Hautbild (GRIFFIN und DEBOER, 2001; BIZIKOVA et al.,
2015b; GEDON und MUELLER, 2018; MUELLER und UNTERER, 2018).

Besonders stark betroffene Korperareale sind die distalen Extremitaten inklusive
der Pfoten, der axillare/inguinale und ventrale Bereich, das Gesicht (v.a. periokuldr,
perioral und die inneren Pinnae) und die Perianalregion. Otitis externa tritt bei rund
der Hélfte der Hunde auf und kann durchaus auch das einzige vorhandene
Allergiesymptom sein. Wahrend manche Patienten mit vereinzelten, lokal
beschrankten Lasionen vorstellig werden, gibt es auch Hunde mit deutlich
schwerwiegenderen, generalisierten Krankheitsbildern (GRIFFIN und DEBOER,
2001; BIZIKOVA et al., 2015b; GEDON und MUELLER, 2018; MUELLER und
UNTERER, 2018). (Abbildungen 1-3)

Spezifische Pradilektionsstellen unterscheiden sich je nach Hunderasse: beim Shar-
Pei und West Highland White Terrier zum Beispiel bezieht sich der Juckreiz
insbesondere auf die dorsolumbaren Bereiche, wéahrend der Deutsche Schéferhund
an den Ellbogen, Hinterlaufen und dem Thorax betroffen ist (WILHEM et al., 2011,
BIZIKOVA et al., 2015b).

Seltener treten klinisch Urtikaria, pyotraumatische Dermatitiden, interdigitale
Fisteln und Seborrhoea oleosa im Zusammenhang mit atopischer Dermatitis beim
Hund auf (BIZIKOVA et al., 2015b). Urtikaria kommen vermehrt bei Boxern vor,
interdigitale Fisteln bei Labradoren, pyotraumatische Dermatitis bei Deutschen
Schaferhunden, Labrador und Golden Retrievern und Seborrhoea oleosa bei West
Highland White Terriern und Deutschen Schaferhunden (WILHEM et al., 2011).

Nicht-Haut-assoziierte Symptome

Hunde mit Atopie konnen neben den Hautsymptomen auch Rhinitis und
Konjunktivitis entwickeln (BIZIKOVA et al., 2015b). Bei Hunden mit atopischer
Dermatitis konnten Ofter bakterielle Infektionen im Konjunktivalsack
nachgewiesen werden, als bei gesunden Kontrollhunden. Hierbei wurde
Staphylococcus pseudointermedius am haufigsten identifiziert (FURIANI et al.,
2011).

Bei futterinduzierter atopischer Dermatitis kann es zusatzlich zur Hautproblematik
zu gastrointestinalen Symptomen, wie Durchfall und Erbrechen kommen,

abdominale Schmerzen, Flatulenzen und hdufiger Kotabsatz (mehr als 3x/Tag)
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kdnnen in manchen Fallen beobachtet werden (MUELLER und UNTERER, 2018).
Saisonalitat

Wahrend Hunde mit futterinduzierter caniner atopischer Dermatitis ganzjahrig
Symptome zeigen, ist bei den umweltassoziierten Atopikern oftmals anfénglich
eine Saisonalitat vorhanden. Jedoch kommt es im Verlauf der Zeit mit Progression
der Erkrankung haufig zu einer Verlangerung der Krankheitssaison, bis die
anfangliche Saisonalitét verloren geht (GRIFFIN und DEBOER, 2001).

Alter des Einsetzens

Die futterinduzierte Atopie tritt entweder bei sehr jungen (< 1 Jahr) oder bereits
alteren Hunden (> 6 Jahre) auf (FAVROT etal., 2010; MUELLER und UNTERER,
2018), wohingegen die Umweltform insbesondere bei Hunden im Alter zwischen 6
Monaten und 3 Jahren ihren Hohepunkt findet (GRIFFIN und DEBOER, 2001;
GEDON und MUELLER, 2018).

Rassepradisposition

Zu den stark vertretenen Rassen zahlen wie bereits erldutert insbesondere Labrador
und Golden Retriever, West Highland White Terrier, Deutscher Schéferhund,
Cocker Spaniel, Boxer, Rhodesian Ridgeback, Mops und Franzésische Bulldoggen.
Es sind geringgradige geographische Unterschiede in den Rassepradispositionen zu
erkennen, dies l&sst sich einerseits durch die regionale Popularitat einiger Rassen
und andererseits durch die unterschiedlichen genetischen Hintergrinde in den
verschiedenen geographischen Regionen erklaren (BIZIKOVA et al., 2015b;
MUELLER und UNTERER, 2018).

Diagnose

Es gibt kein Symptom, das flr die canine atopische Dermatitis pathognomonisch
ist, das Erscheinungsbild fir diese Krankheit variiert (DEBOER und HILLIER,
2001) und &hnelt oft anderen juckenden Hautkrankheiten (HENSEL et al., 2015).
Es gibt momentan keinen Test, der einen atopischen Hund von einem nicht-
atopischen Hund unterscheiden kann (DEBOER und HILLIER, 2001). Die
endgultige Diagnose der caninen atopischen Dermatitis wird also gestellt durch eine
ausfihrliche Interpretation der Historie und Klinik mit nachfolgendem Ausschluss
von Differenzialdiagnosen bzw. zusétzlich vorliegenden Erkrankungen (HENSEL
etal., 2015).
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Differenzialdiagnosen bzw. zusétzlich vorliegende Erkrankungen

Ektoparasiten - Fl6he

Hierbei muss ganz strikt zwischen einem echten Flohbefall und der
Flohspeichelallergie unterschieden werden. Wé&hrend bei einem Befall die Anzahl
der Flohe auf dem Tier und in der unmittelbaren Umgebung deutlich erhéht ist,
muss dies bei einer Allergie keineswegs der Fall sein. Bei der Allergieform steht
der inshesondere den lumbosakralen Bereich, die Schwanzbasis und die
kaudomedialen Oberschenkel betreffende Juckreiz mit daraus resultierenden
Lasionen (Papeln, krustige Papeln, pyotraumatische Dermatitis, Alopezie,
Lichenifizierungen und Hyperpigmentierungen) im Vordergrund (BRUET et al.,
2012; HENSEL et al., 2015).

Ein Hund mit futter- und/oder umweltinduzierter atopischer Dermatitis kann auch
eine zusatzliche Allergie gegen Fl6he entwickelt haben, die eine ohnehin nicht
einfach zu stellende Diagnose der caninen atopischen Dermatitis erschwert.
Deswegen wird empfohlen, dem Hund nach griindlicher Untersuchung, inklusive
Flohkamm-Anwendung, ein effektives Ektoparasitikum zu verschreiben, auch
wenn weder FlI6he noch Flohkot auffindbar sind, insbesondere dann, wenn der
Juckreiz das typische kaudale Korperdrittel des Hundes betrifft. Wichtig ist, dass
Partnertiere (sowohl Katzen, als auch Hunde) im gleichen Zuge mitbehandelt
werden, um eine Reinfektion zu vermeiden (HENSEL et al., 2015).

Weitere Ektoparasiten

Es gibt eine Reihe von weiteren Ektoparasiten, die als Differenzialdiagnose in
Frage kommen. Dazu gehort der Sarkoptes-, Cheyletiellen-, Herbstgrasmilben- und
Laus-Befall der Hunde. Alle diese Parasiten haben gemeinsam, dass sie mittels
oberflachlichem Hautgeschabsel diagnostiziert werden kénnen. Der Fund einer
einzigen Milbe/eines Eies ist positiv beweisend. Insbesondere Sarkoptes- und
Cheyletiella-Milben sind schwierig zu finden, deswegen empfiehlt sich bei
Verdachtsféllen auf jeden Fall eine antiparasitdre Versuchstherapie (HENSEL et
al., 2015).

Sekundarinfektionen

Bakterielle und/oder Hefepilz-Infektionen treten h&ufig im Zusammenhang mit

caniner atopischer Dermatitis auf. Die am hé&ufigsten kultivierten Erreger sind
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Staphylococcus pseudointermedius und Malassezia pachydermatis (HENSEL et
al., 2015; MUELLER und UNTERER, 2018).

Sekundare Infektionen kdnnen Juckreiz auslésen und somit das klinische Bild, mit
dem der Patient vorgestellt wird, stark verfalschen. Bleibt der Juckreiz auch nach
erfolgreich behandelter Infektion bestehen, kann davon ausgegangen werden, dass
er allergischer Natur ist. Verschwindet der Juckreiz dagegen komplett mit der
erfolgreichen Behandlung der Erreger, kann auch eine andere Grunderkrankung in
Frage kommen, die das Auftreten von Sekundérinfektionen beglnstigt, wie dies
zum Beispiel bei einer Endokrinopathie der Fall ist. Aus diesem Grund gehort die
regelmalige Zytologieprobenentnahme mit gegebenenfalls anschlielender
Infektionskontrolle nicht nur zum Programm der Allergieaufarbeitung, sondern ist
auch flr die adaquate, kontinuierliche Betreuung eines Allergiepatienten von
grofer Bedeutung (BIZIKOVA et al., 2015b; HENSEL et al., 2015). Bakterielle
und mykologische Untersuchungen mit Sensitivitatstests werden nicht
routinemanig empfohlen, weil eine lokale Behandlung mit Antiseptika die meisten
durch Allergie bedingten Infektionen in den Griff bekommt, werden aber vor einer
systemischen Antibiotika- und gegebenenfalls Antimykotikagabe empfohlen.
(Abbildungen 4, 5)

Interpretation von Historie und Klinik

Die atopische Dermatitis bei Tieren wird anhand der griindlichen Anamnese,
klinischen ~ Untersuchung und dem  Ausschluss aller  mdglichen
Differenzialdiagnosen gestellt (GEDON und MUELLER, 2018). Die wichtigsten
Eckpfeiler, die in einer korrekten Allergie-Aufarbeitung auf keinen Fall fehlen
sollten, sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Fur die Diagnostik einer atopischen Dermatitis wichtige Anamnese
Frage
Seit welchem Alter besteht der Juckreiz, ist es das klassische Allergie-Alter?
Sind die typischen Kdrperareale betroffen?
Liegen Primar- und/oder Sekundarlé&sionen vor?
Liegen ganzjahrige oder saisonale Symptome vor?
Handelt es sich um eine préadisponierte Rasse?
Wurde in der Vergangenheit gut auf Cortison angesprochen?

Wurden sonstige Allergiemedikamente mit Erfolg verabreicht?

Treffen viele dieser aufgelisteten Punkte auf den Patienten zu, steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei dem Krankheitsbild um die canine atopische
Dermatitis handelt. Der néchste Schritt in der Aufarbeitung ist eine Zytologie, um
Sekundarinfektionen festzustellen und, wenn nétig, zu behandeln. Gleichzeitig
wird gegebenenfalls eine effektive Ektoparasitenprophylaxe begonnen.
AnschlieBend kann durch eine Eliminationsdidt eine durch Umweltantigene
induzierte von einer durch Futterantigene induzierten atopischen Dermatitis

unterschieden werden.

Futterinduzierte canine atopische Dermatitis (Futtermittelallergie)

Bei futterinduziertem Juckreiz muss differenziert werden zwischen der
Futtermittelintoleranz, bei der das Immunsystem nicht beteiligt ist, und der
klassischen futterassoziierten caninen atopischen Dermatitis, bei der es sich um eine
Hypersensitivitat, also eine Uberschiefende Immunantwort auf Futterallergene,
handelt. Zusétzlich zum klassischen Krankheitsbild der atopischen Dermatitis (in
diesem Fall ganzjahrig) konnen bei der futterinduzierten Variante auch
gastrointestinale Symptome auftreten (HENSEL et al., 2015; MUELLER und
UNTERER, 2018).

In vielen Studien konnten futterspezifische IgE-Antikorper in Hundeseren
nachgewiesen werden. Allerdings gibt es zahlreiche Ver6ffentlichungen, die

zeigen, dass es keine verlassliche Korrelation zwischen den ermittelten IgE-
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Konzentrationen im Blut und der Kklinischen Exposition der belastenden
Futterallergene gibt (MUELLER und OLIVRY, 2017). Mdéglicherweise 16sen die
Futtermittel eine zellmediierte Th1-Immunantwort aus. Die Labor-Ergebnisse der
Stimulation von Lymphozyten-Kulturen mit Futterantigenen korrelieren besser mit
den klinischen Beobachtungen als die bisherigen Tests, allerdings ist dieses
Verfahren sehr kompliziert und kommerziell nicht verfligbar (MUELLER und
OLIVRY, 2017; MUELLER und UNTERER, 2018). Aus diesem Grund ist
momentan die Eliminationsdidt der Goldstandard zur Diagnosestellung von
Futtermittelallergien. Alle alternativen, aktuell auf dem Markt erhéltlichen Tests
(und dabei spielt es keine Rolle, ob dafur Blut, Serum, Haare oder Speichel
eingeschickt werden muss) sind nicht zu empfehlen, da sie die Besitzer zwar viel
Geld kosten, die Ergebnisse aber bewiesenermal3en nicht mit den klinischen
Gegebenheiten tbereinstimmen (MUELLER und UNTERER, 2018).

Eliminationsdiat

Eine korrekt ausgefuhrte Eliminationsdiat sollte sich lber einen Zeitraum von
mindestens 8 Wochen erstrecken (OLIVRY et al., 2015b). Idealerweise wird sich
flir genau eine Protein- und eine Kohlenhydratquelle entschieden, welche das Tier
noch nie zuvor gefressen hat. Die Besitzer sollten unbedingt dartiber unterrichtet
werden, dass in dieser Zeit nichts anderes gefuttert werden darf, als die
ausgewahlten Diatkomponenten (HENSEL et al., 2015; MUELLER und
UNTERER, 2018). Verbessert sich der Zustand des Hundes innerhalb von dieser
Diéatperiode, wie dies bei 90% der Futtermittelallergiker der Fall ist (OLIVRY et
al., 2015b), sollte im Anschluss der 8 Wochen unbedingt eine Provokation mit dem
alten Futter erfolgen, da die Verbesserung auch anderen Faktoren geschuldet sein
kann als der Futterumstellung, wie dem Wechsel der Jahreszeit und daraus
resultierender Anderung der kursierenden Umweltallergene. Verschlechtert sich
der Hund nach Fitterung des alten Futters wieder innerhalb von mehreren Stunden
bis maximal zwei Wochen und verbessert sich daraufhin erneut, nachdem wieder
auf das Diéatfutter gewechselt wurde, ist dies ein klarer Beweis und die Diagnose
der futterinduzierten atopischen Dermatitis bzw. Futtermittelallergie ist gestellt
(MUELLER und UNTERER, 2018). Zu bedenken ist, dass manche atopische
Hunde sowohl auf Futter-, als auch auf Umweltallergene allergisch reagieren
konnen. Das wiederum bedeutet, dass sich diese Hunde nur teilweise unter
Futterung der Diét verbessern (PICCO et al., 2008). Selbstverstandlich ist aber auch
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ein Teilerfolg als Erfolg zu werten.

Bei der Auswahl der Didtkomponenten ist unbedingt zu berlicksichtigen, dass
kommerziell erhéltliches Futter mit nur einer einzigen deklarierten Proteinquelle
fur die Diagnosestellung ungeeignet ist. Leider haben viele Studienergebnisse
namlich gezeigt, dass industriell hergestelltes Futter h&ufig mit Fremdprotein
verunreinigt ist, welches auf dem Etikett nicht als Inhaltsstoff gelistet wurde
(RADITIC et al.,, 2011; RICCI et al., 2013; WILLIS-MAHN et al., 2014,
HORVATH-UNGERBOECK et al., 2017; OLIVRY und MUELLER, 2018). Eine
gute Alternative stellt kommerzielles, hydrolysiertes Futter dar, dessen Allergenitat
durch die Verarbeitung des Proteins stark herabgesetzt ist (MUELLER und
UNTERER, 2018). Nichtsdestotrotz sind auch diese Futtermittel nicht absolut
zuverlassig, ein Teil der Huhnchen-allergischen Hunde reagierte auch auf
hydrolysiertes Hihnereiwei (BIZIKOVA und OLIVRY, 2016). Da die
Hydrolysate somit nicht zu 100% verlasslich sind, stellt die selbst gekochte Diat
noch immer die erste Wahl bei der Aufarbeitung der Allergie dar. Hierbei bereitet
der Besitzer die ausgewahlte Fleisch- und Kohlenhydratkomponente selbst zu und
gewabhrleistet somit, dass wirklich nur diese beiden Elemente geflittert werden. Da
die Fltterung zweier Inhaltsstoffe keine ausgeglichene Diat darstellt, sollte bei
jungen, schnellwachsenden Hunden eine Rationsberechnung durch einen
Erndhrungsspezialisten durchgefuhrt werden (MUELLER und UNTERER, 2018).
Haben die Besitzer bereits etliche Fleischsorten zuvor gefittert oder ist die
Futterungsgeschichte des vorgestellten Hundes unbekannt, besteht die Mdglichkeit,
einen Patchtest als Entscheidungshilfe durchzufiihren. Hierbei werden Futtermittel
auf der Haut des Hundes platziert und nach 48 Stunden abgelesen. Dieser Test hat
eine sehr hohe negative, aber nicht positive VVorhersagekraft und dient somit nicht
der Diagnosestellung, daftr aber der Auswahl der Futterkomponenten einer
anstehenden Eliminationsdidt (BETHLEHEM et al., 2012; JOHANSEN et al.,
2017).

Allen Tierarzten ist bewusst, dass eine niedrige Besitzer- bzw. Patienten-
Compliance ein hdufiges Problem bei der Durchfuhrung der strikten
Eliminationsdiét darstellt. Daher ist es umso wichtiger die Besitzer auf ,,versteckte*
Fallen wéhrend des Ablaufs der Diat aufmerksam zu machen. Dazu gehdren nicht
nur Medikamente in tierischer Gelatine-Kapsel, sondern auch Tabletten oder
Zahnpasta mit Geschmacksstoffen, die die Besitzer in dieser Periode nicht eingeben
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bzw. anwenden sollten. Auch Routineablaufe wie das Verstecken wvon
Medikamenten in Streichwurst oder Ahnlichem sollte in dieser Zeit unterlassen
werden, um den Ausgang der Didt nicht zu beeinflussen (HENSEL et al., 2015).

Umweltassoziierte canine atopische Dermatitis (Umweltallergie)

Da die Futtermittelallergie ohne gastrointestinale Symptome klinisch in keiner
Weise von der Umweltallergie gegen ganzjahrig vorkommende Allergene
unterschieden werden kann, ist es umso wichtiger eine korrekte Eliminationsdiat
durchzufuhren (HENSEL et al., 2015; GEDON und MUELLER, 2018). Denn nur
durch Ausschluss der Futtermittelkomponente kann die endgultige Diagnose der

Umuweltallergie gestellt werden.

Ist die Diagnose der Umweltallergie erst einmal bestatigt, konnen Allergietests zum
Einsatz kommen. Sie eignen sich zwar nicht als Screeningtest, da wie bereits
dargestellt nicht nur atopische, sondern auch gesunde Hunde positive Reaktionen
zeigen und auch andersherum nicht jeder Ausschlag in den angebotenen Tests
gleichzeitig auch eine klinische Relevanz hat, sie bieten aber die Mdglichkeit, die
klinische Diagnose zu bestatigen. Die Testresultate werden aulerdem dazu genutzt,
die am starksten belastenden Allergene zu identifizieren, um daraus in Kombination
mit der Krankheitshistorie und der Erfahrung des behandelnden Tierarztes eine
individuell auf den jeweiligen Patienten abgestimmte Allergenldsung herzustellen
und eine Immuntherapie zu beginnen. Die Durchfiihrung eines Allergietests
empfiehlt sich insbesondere dann, wenn der Patient schwerwiegende Symptome
zeigt und/oder langer als 3 Monate im Jahr damit zu kdmpfen hat. Wenn der
betroffene Hund mit symptomatischer Therapie nicht ausreichend unter Kontrolle
zu bekommen ist oder sehr stark unter den Nebenwirkungen der verabreichten
Medikamente zu leiden hat, ist der Allergietest ebenfalls die néchste zu treffende
Malnahme (HENSEL et al., 2015; GEDON und MUELLER, 2018).

Aktuell stehen beim Hund zwei Testmdglichkeiten zur Auswahl: Serumallergietest
und Intrakutantest. Beide Testmethoden sind sehr unterschiedlich und noch immer
nicht standardisiert, weshalb die Ergebnisse stark voneinander abweichen kénnen
(FOSTER et al., 2003). Trotzdem unterscheidet sich die Erfolgsrate bei der
Immuntherapie basierend auf dem Intrakutantest nicht signifikant von der
Erfolgsquote des Serumallergietests (PARK et al., 2000; GEDON und MUELLER,
2018).
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Intrakutantest (Intradermaltest)

Der Intrakutantest ist ein etablierter Test zur lIdentifikation von an der Allergie
beteiligten Umweltallergenen (HILLIER und DEBOER, 2001; HENSEL et al.,
2015). Die Mastzell-Reaktivitéat in der Haut von atopischen Hunden wird hierbei
indirekt gemessen, indem die auf der Zelloberflache befindlichen IgE-Antikorper
unterschiedlichen Allergenenextrakten exponiert werden, woraufhin es im Fall von
bereits sensibilisierten Mastzellen zur Degranulation kommt (DEBOER und
HILLIER, 2001).

Der Intrakutantest wird an der lateralen Thoraxwand des Hundes durchgefuhrt.
Hierflr wird ein Feld ausrasiert und 0,05 bis 0,1ml der jeweiligen Allergen-
Testkonzentration intradermal injiziert. Nach 15 bis 20 Minuten erfolgt die
Auswertung der Reaktionen (HENSEL et al., 2015). Dabei wird jede
Injektionsstelle mit der Positiv- (Histamin-Phosphat) und mit der Negativkontrolle
(Kochsalzlésung mit Phenol) verglichen und bewertet (HUBBARD und WHITE,
2011). Die Auswahl der Allergene wird maRgeblich von der geografischen Lage
beeinflusst. Es ist wenig sinnvoll ein Tier gegen ein positiv getestetes Allergen zu
desensibilisieren, welches nicht oder nur sehr selten in seinem Lebensraum
vorkommt (HENSEL, 2012; HENSEL et al., 2015). In der dermatologischen
Abteilung des Zentrums fir klinische Tiermedizin der LMU Miinchen werden zum
Beispiel pro Intrakutantest insgesamt 49 Allergene intradermal injiziert, darunter
befinden sich viele verschiedene Béume, Gréser, Pollen und Milben. (Abbildung
6)

Serumallergietest

Der Serumallergietest hat gegeniiber dem Intrakutantest einige Vorteile zu bieten.
Er ist einfach, Uberall verfugbar und weniger invasiv fur den Patienten. AuRerdem
ist der Termin selbst weniger zeitintensiv und es muss keine grol3flachige Rasur an
der seitlichen Thoraxwand vom Besitzer toleriert werden. Der grofie Nachteil an
dem deutlich ,,bequemeren* und mit weniger Aufwand verbundenen Testverfahren
ist jedoch, dass ausschlieBlich allergenspezifische IgE-Antikorper im Blut ermittelt
werden, alle anderen allergisch bedingten, im atopischen Hund ablaufenden
Pathomechanismen werden komplett auler Acht gelassen (HENSEL et al., 2015).
Desweiteren ist die Anzahl der getesteten Allergene in der Regel deutlich kleiner

verglichen zum Intrakutantest.
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Weist ein Hund im Bluttest stark positive Reaktionen gegen ein Allergen auf,
welches ausschlieBlich in einer Jahreszeit vorkommt, in der der Hund keinerlei
Symptome zeigt, wirft das Laborergebnis natirlich Fragen auf (PICCIONE und
DEBOER, 2019). Um solche Diskrepanzen zukinftig vermeiden zu kénnen, wird
stdndig daran geforscht, die angebotenen in vitro Tests in ihrer Aussagekraft zu
verbessern. Einen neuen Ansatzpunkt der Wissenschaftler stellen sogenannte
»cross-reactive carbohydrate determinants* (CCDs) dar. Dabei handelt es sich um
Kohlenhydratbestandteile, die h&ufig in Pflanzen- und Insektenallergenen zu finden
sind und zur Ausbildung von spezifischen IgE-Antikorpern fiihren (GEDON et al.,
2019; PICCIONE und DEBOER, 2019). In der Humanmedizin wurde bestétigt,
dass solche Anti-CCD IgE-Antikdrper zu falsch positiven in vitro Testergebnissen
fihren, da sie im Serumallergietest gemessen werden, jedoch keine Klinische
Relevanz haben (VAN DER VEEN et al., 1997; MARI et al., 1999; MARI, 2002;
HOLZWEBER et al., 2013; GEDON et al., 2019; PICCIONE und DEBOER,
2019). In einer neueren Veroffentlichung konnte bestétigt werden, dass der
Intradermaltest am besten mit den Hundeseren Ubereingestimmt hat, bei denen
keine Anti-CCD IgE-Antikdrper gefunden werden konnten, wohingegen die Seren,
die solche Antikorper enthielten, nicht mit dem Hauttest korrelierten. Die
Ubereinstimmung der Testergebnisse konnte verbessert werden, nachdem die Anti-
CCD IgE-Antikorper geblockt wurden (GEDON et al., 2019). Insgesamt scheint
diese neue Methode somit ein vielversprechender Ansatz zu sein, zukinftige Tests

zu verbessern. Es bedarf weiterer Studien, die dies untersuchen.
Auswahl der Allergene - Kreuzreaktionen

Bei der Auswahl der Allergene als Inhalt einer individuell zusammengesetzten
Desensibilisierungslosung, die fiir eine Immuntherapie bendtigt wird, werden die
positiven Reaktionen des jeweils durchgefuhrten Allergietests mit der
Krankheitshistorie des Hundes verglichen und aufeinander abgestimmt (HENSEL
etal., 2015). Hierbei gilt es zu berticksichtigen, dass ein weiterer Faktor die korrekte
Auswahl erschweren kann, ndmlich vorkommende Kreuzreaktionen zwischen
verwandten Allergenen, wie dies zum Beispiel bei Hausstaubmilben und
Vorratsmilben der Fall ist (OLIVRY und MUELLER, 2019). Dieser Umstand
verdeutlicht, weshalb es umso wichtiger ist herauszufinden, ob der Hund den
positiv getesteten Allergenen tatsachlich ausgesetzt ist oder nicht. Die korrekte

Interpretation aller vorliegender Informationen ist mit sehr viel Erfahrung
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verbunden, der Gang zum Spezialisten wird empfohlen (HENSEL et al., 2015).
Intervenierende Medikamente

Die Verabreichung einiger antiallergischer Medikamente kann zu falsch negativen
Ergebnissen in den Allergietests fiihren. Die Ursache hierfur ist, dass manche
Medikamente die im Allergiker ablaufenden, dysregulierten Immunantworten
hemmen, die mithilfe der diagnostischen Tests erfasst werden. Darunter fallen zum
Beispiel die Hemmung der Histamin-Ausschittung oder auch weiteren
Entzundungsmediatoren. Um die Auswertung nicht zu beeinflussen, wird die
Einhaltung von Wartezeiten vor der Durchfiihrung eines Allergietests empfohlen
(OLIVRY und SARIDOMICHELAKIS, 2013; CLEAR et al., 2015; HENSEL et
al., 2015; SOUZA et al., 2018) (Tabelle 2).

Behandlung

Man unterscheidet grundsétzlich ursachliche und symptomatische Therapie. Durch
den urséchlichen Therapieansatz kann man einigen Hunden die Eingabe von

symptomatischen Medikamenten zum Teil, wenn nicht sogar ganzlich ersparen.
Urséachliche Therapie der futterinduzierten caninen atopischen Dermatitis

Bei der futterinduzierten atopischen Dermatitis des Hundes besteht das
erfolgreiche, langfristige Management aus der Vermeidung der belastenden
Futterallergene. Idealerweise werden die allergieauslésenden Futterkomponenten
durch eine sequenzielle Provokation ermittelt. Dies erfolgt, indem die einzelnen
Bestandteile nacheinander zum Diatfutter hinzugegeben werden. Ist innerhalb von
zwei Wochen keine Reaktion festzustellen, kann man den hinzugefiigten
Bestandteil auch in Zukunft weiterftttern, weil keine Allergie dagegen vorliegt.
Tritt dagegen eine Verschlechterung der Symptomatik auf, muss diese Komponente
klinftig gemieden werden. Die nachste Komponente kann erst wieder ausgetestet
werden, nachdem sich die Symptome auf dem Diatfutter wieder gebessert haben
(VERLINDEN et al., 2006; MUELLER und UNTERER, 2018).

Bei der sequenziellen Provokation handelt es sich um einen herausfordernden
Prozess, den einige Patientenbesitzer nicht durchlaufen mochten. Viele favorisieren
es, ihren Hund langfristig auf dem selbst gekochten oder kommerziellen,
hydrolysierten Diatfutter zu belassen. Bei der selbst gekochten Variante empfiehlt

es sich jedoch, einen Erndhrungsspezialisten hinzuzuziehen, da die lebenslange
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Futterung von einer einzigen Kohlenhydrat- und Proteinquelle keineswegs
bedarfsdeckend und ausgewogen ist (MUELLER und UNTERER, 2018).

Tabelle 2: Empfohlene Wartezeiten flr ausgewahlte Medikamente vor

Allergietests

Medikament Wartezeit Wartezeit
vor Intrakutan- vor Serumallergie-

tests in Tagen  tests in Tagen
Antihistaminikum 7 Vermutlich keine
(z.B. Cetirizin)

Kurzwirksames orales 14 /

Glucocorticoid
(z.B. Prednisolon)

Langwirksames zu 28 <28

injizierendes Glucocorticoid

(z.B. Methylprednisolonacetat)

Topisches Glucocorticoid 14 /

(z.B. Hydrocortison)

Ciclosporin Applikationsdauer < 6 Wochen: Keine

Bei langer Applikationsdauer
vermutlich 4-6 Wochen

Oclacitinib Applikationsdauer < 6 Wochen: Keine

Bei langer Applikationsdauer

vermutlich 4-6 Wochen

Lokivetmab / /

Ursachliche Behandlung der umweltassoziierten caninen atopischen Dermatitis

Die Allergen-Immuntherapie (Hyposensibilisierung, Desensibilisierung) ist derzeit

der einzige kurative Therapieansatz flir umweltassoziierte canine atopische



1. Publikation 1: Ubersichtsartikel (Manuskript) 24

Dermatitis (GEDON und MUELLER, 2018). Das Desensibilisieren zielt darauf ab,
die vorhandene Dysregulation des Immunsystems zu normalisieren, indem durch
die Injektion relevanter Allergene eine Immunantwort initiiert wird, die eine
Aktivierung regulatorischer T-Zellen und immunsuppressiver Zytokine mit einer
anschlieBenden Verbesserung der Klinischen Symptomatik zur Folge hat
(MUELLER, 2019; NUTTALL et al., 2019). Die Behandlung ist in 50-75% der
Falle erfolgreich (GEDON et al., 2019). Haufig lassen sich Verbesserungen des
Zustandes erst nach einer Applikationsdauer von sechs bis zw0lf Monaten
erkennen, weswegen die Desensibilisierung ein volles Jahr durchgefiihrt werden
muss, bis die Wirksamkeit evaluiert werden kann (OLIVRY et al., 2015a;
NUTTALL et al., 2019). Selbst wenn keine vollstandige Besserung eintritt, ist es
bereits als Erfolg zu werten, wenn die zusétzlich applizierten antiallergischen
Medikamente reduziert werden kénnen (MUELLER, 2019). Insgesamt betrachtet
ist die Allergen-Immuntherapie als sichere Therapieoption einzustufen. Als
Nebenwirkung kann gesteigerter Juckreiz beobachtet werden, insbesondere zu
Beginn der Therapie. In nur sehr wenigen, seltenen Féllen kommt es zu
anaphylaktischen Reaktionen (OLIVRY et al., 2015a; MUELLER, 2019).

Bei konventioneller Immuntherapie wird die Dosis in einem mehrwdochigen bis
mehrmonatigen Induktionsintervall graduell erhoht, bis die Erhaltungsdosis
erreicht wird. Bei der Variante der Rush-Immuntherapie wird die Dosis in kurzen
Intervallen gesteigert, sodass die Erhaltungsdosis bereits an einem Tag erzielt
werden kann (HOBI und MUELLER, 2014). Ist die Therapie erst einmal begonnen,
gilt es, das Protokoll individuell auf den Patienten abzustimmen und bei Bedarf
Dosis und/oder Intervall der Desensibilisierung anzupassen, um den bestmdéglichen
Erfolg fir den Patienten zu erzielen (MUELLER, 2019; NUTTALL et al., 2019).

In den meisten Fallen wird die Allergenlésung mittels subkutaner Injektion
verabreicht, es gibt aber auch die Option der intralymphatischen oder oromucosalen
Applikationsroute, genau wie in der Humanmedizin (MUELLER, 2019;
NUTTALL et al., 2019). Im Gegensatz zur konventionellen und Rush-
Immuntherapie, die beide schon seit Jahrzehnten subkutan durchgefiihrt werden,
sind fur die intralymphatische und oromucosale Administration nur wenige und

kurzfristige Erfahrungen vorhanden.
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Symptomatische Therapie

Es gibt viele verschiedene Medikamente, die zur entziindungshemmenden und

juckreizlindernden Therapie der caninen atopischen Dermatitis verwendet werden
kénnen (GEDON und MUELLER, 2018).

Glukokortikoide

Da mittlerweile gezieltere Behandlungsmoglichkeiten zur Verfligung
stehen, ist die Gabe von Glukokortikoiden nicht mehr Mittel der ersten Wahl
(GEDON und MUELLER, 2018; NUTTALL et al., 2019). Dennoch hat das
jahrelang verwendete Medikament seine Daseinsberechtigung aufgrund von
vielen Vorteilen, die es bietet: es ist kostenguinstig, universal erhaltlich, bei
den meisten atopischen Hunden wirksam und hat einen sehr raschen
Wirkungseintritt. Stellt sich nach der Gabe von Cortison keine Besserung
ein, liegt oftmals zusétzlich eine Sekundarinfektion oder ein
Ektoparasitenbefall vor, beides sollte unbedingt Uberprift und
ausgeschlossen oder behandelt werden (OLIVRY et al., 2015a; GEDON
und MUELLER, 2018). Das ICADA (International Committee on Allergic
Diseases of Animals) empfiehlt orales Prednisolon, Prednison oder
Methylprednisolon in einer Dosierung von 0,5-1mg/kg pro Tag zu
verabreichen. Nach erreichter Remission wird das Glukokortikoid auf die
geringste noch wirkende Dosis und Frequenz reduziert, da potenziell
schwerwiegende Nebenwirkungen proportional zur Dosierungsstarke,
Applikationsdauer und Potenz des Medikamentes sind (OLIVRY et al.,
2015a). Zu den Nebenwirkungen oraler und insbesondere injizierbarer
Depotglukokortikoide zahlen Polyurie und Polydipsie, Polyphagie,
Muskelatrophie, sekundére Hautinfektionen, Calcinosis cutis und andere
(GEDON und MUELLER, 2018).

Ciclosporin

Ciclosporin ist ein Calcineurin-Inhibitor und hat damit eine hemmende
Wirkung auf die T-Helferzellen. Es ist hoch wirksam und erzielt
vergleichbare Ergebnisse zu Glukokortikoiden (GEDON und MUELLER,
2018). Das ICADA empfiehlt orales Ciclosporin 1x téaglich in einer Dosis
von 5mg/kg zu verabreichen. Jedoch sollte bedacht werden, dass die volle

Wirkung erst nach 4-6 Wochen eintritt. Ab diesem Zeitpunkt kann versucht
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werden, die Frequenz auf jeden zweiten Tag zu senken, das ist bei mehr als
der Hélfte der Patienten immer noch ausreichend (OLIVRY et al., 2015a).

Zu den am hdufigsten auftretenden Nebenwirkungen zéhlen milde
gastrointestinale Symptome wie Durchfall und Erbrechen, insbesondere zu
Beginn der Therapie. Diese lassen aber meist bei kontinuierlicher Einnahme
nach und koénnen durch Einfrieren der Kapseln, graduelle Dosiserhdhung
uber 3-4 Tage sowie durch Antiemetika in den ersten Tagen der
Ciclosporingabe minimiert werden. VVon Hyperplasien des Zahnfleisches
und hyperplastischer Dermatitis wird ebenfalls berichtet, diese klingen aber
typischerweise mit einer Dosisreduktion oder dem vollstdndigen Absetzen
wieder ab (GEDON und MUELLER, 2018).

Um dem spéten Wirkungseintritt von Ciclosporin entgegenzuwirken, kann
man anfanglich Prednisolon (1mg/kg taglich) fur 7 Tage zur
Ciclosporintherapie hinzufigen und es in den darauffolgenden 14 Tagen
wieder ausschleichen. Somit hat man die Zeit, bis das Ciclosporin wirkt, gut
uberbruckt und erreicht durch die Kombinationstherapie eine zeitnahe
Besserung der Hautlasionen und des Juckreizes (OLIVRY et al., 2015a).

- Oclacitinib

Oclacitinib hemmt selektiv die Janus Kinase 1. Dabei handelt es sich um ein
Enzym, welches an den Signalwegen gewisser Zytokin-Rezeptoren beteiligt
ist. Zu den betroffenen Rezeptoren zéhlen diejenigen fir IL-2, IL-4, IL-6,
IL-13 und IL-31. Oclacitinib ist sehr effektiv (vergleichbar mit Prednisolon)
und gleichzeitig auch schnell wirksam. Die initiale Dosis von 0,4-0,6mg/kg
2x taglich kann und soll nach 14 Tagen auf 1x tdglich verringert werden.
Das ICADA empfiehlt bei kompletter Remission eine weitere Reduktion,
bis die individuelle Erhaltungsdosis erreicht wird. Als Nebenwirkungen
werden gelegentlich Anorexie, Erbrechen und Durchfall gesehen, bei
Langzeittherapie wird von Sekundarinfektionen und Histiozytomen
berichtet (OLIVRY et al., 2015a; SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY,
2016; GEDON und MUELLER, 2018).

- Lokivetmab

Lokivetmab ist ein caninisierter monoklonaler Antikorper, der den
Juckreizbotenstoff 1L-31 des Hundes selektiv bindet und dadurch
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neutralisiert. Die Effektivitat der Juckreizhemmung ist dabei vergleichbar
zu der von oralem Prednisolon. Der Wirkstoff wird in seiner flussigen
Darreichungsform subkutan von einem Tierarzt injiziert (empfohlene Dosis:
1mg/kg). Zu den Vorteilen des Medikamentes gehdren neben der sicheren
Anwendung auch der schnelle Wirkeintritt und die lange Wirkdauer von
ungefahr vier Wochen nach jeder einzelnen Injektion. Wechselwirkungen
mit anderen Medikamenten wurden nicht beobachtet. W&hrend Oclacitinib
erst ab einem Alter von 12 Monaten zugelassen ist, liegt bei Lokivetmab
keine Altersrestriktion vor (OLIVRY et al., 2015a; GEDON und
MUELLER, 2018; SOUZA et al., 2018). In einer groRen Studie konnten nur
milde Nebenwirkungen bei behandelten Hunden beobachtet werden, sie
verschwanden ohne intervenierende Malinahmen. Lethargie und Erbrechen
traten dabei am haufigsten auf (SOUZA et al., 2018). Einige Hunde (2,5%)
entwickeln gegen das Medikament einen Antikdrperspiegel. Diese Anti-
Lokivetmab-Antikorper konnen das Medikament neutralisieren und an der
Wirkung hindern (MICHELS et al., 2016). Die Frequenz und klinische
Relevanz solcher Antikorper ist zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht in

Langzeitstudien untersucht worden und bedarf weiterer Uberpriifung.

- Antihistaminika

Antihistaminika haben insgesamt eine moderate Wirksamkeit und eignen
sich insbesondere fur Hunde mit milder Symptomatik. Die Wirksamkeit
variiert jedoch von Hund zu Hund, weswegen eine Versuchstherapie mit
unterschiedlichen Antihistaminika tber einen Zeitraum von je 7-14 Tagen
empfohlen wird. Ist die Einnahme juckreizlindernd, kann sie aufgrund der
wenigen Nebenwirkungen langfristig fortgesetzt werden. Antihistaminika
greifen erst ein, nachdem die Mastzellen bereits degranuliert sind. Die
Einnahme eignet sich aus diesem Grund nicht zur Linderung eines akuten
Schubes, sondern als praventive Dauertherapie, um solchen Schiiben
entgegenzuwirken.  Gleichzeitig konnen Antihistaminika die zur
Juckreizunterdriickung ndétige Dosis anderer Medikamente wie zum
Beispiel Glukokortikoiden verringern. VVon oralem Hydroxyzin werden
2mg/kg 2x téglich empfohlen, bei seinem aktiven Metaboliten, dem
Cetirizin, reicht die 1x tagliche Einnahme von 1mg/kg. Antihistaminika
koénnen auch miteinander kombiniert werden (OLIVRY et al., 2015a;
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SARIDOMICHELAKIS und OLIVRY, 2016).

Topische Therapie

Das Hydrocortisonaceponat-Spray ist sehr effektiv in der Anwendung bei
akuten  Allergieschiben. Im Gegensatz zu anderen topischen
Glukokortikoidpraparaten wird es in der Haut metabolisiert und hat
deswegen deutlich weniger systemische Nebenwirkungen. Es wird
empfohlen, das Préparat taglich auf die betroffenen Stellen (inbesondere bei
lokalisierten Lasionen) aufzutragen. Eine Besserung sollte in einem
Zeitraum von 1-2 Wochen gesehen werden. AnschlieRend kann das Spray
nur noch jeden zweiten Tag und bei manchen Patienten sogar nur 2x pro
Woche aufgetragen werden, um das Risiko der Nebenwirkungen zu
minimieren. Alternativ oder bei bereits eingetretener Hautatrophie kann ein
lokaler Calcineurin-Inhibitor (Tacrolimus 0,1%) 1-2x téglich auf die
Lasionen aufgebracht werden. Dabei gilt jedoch zu berlcksichtigen, dass
der Wirkeintritt der systemischen Variante des Wirkstoffs ahnelt und sich
die Creme daher nicht bei akuten Verschlechterungen eignet (OLIVRY et
al., 2010; OLIVRY et al., 2015a).

Héufiges Baden (mindestens 1x pro Woche) mit einem milden, nicht
irritierenden Shampoo kann bei vielen Allergikern ebenfalls von grofRem
Nutzen sein. Hierbei sollte das Shampoo genau auf die Bedirfnisse des
Hundes abgestimmt werden: feuchtigkeitsspendende Inhaltsstoffe haben
eine beruhigende Wirkung auf die Haut, wohingegen bei vorliegender
Sekundarinfektion ein antiseptisches Praparat bevorzugt werden sollte.
Anti-Seborrhoe-Shampoo sollte bei schuppiger, fettender Haut angewendet
werden. Dabei ist es wichtig, den Hund mindestens 10 Minuten zu
shampoonieren und danach mindestens 10 Minuten das Shampoo griindlich
abzuwaschen, um ein Austrocknen der Haut zu vermeiden (OLIVRY et al.,
2015a).

Essenzielle Fettsauren

Essenzielle Fettsauren kénnen entweder oral supplementiert werden oder
lokal auf die Haut aufgetragen werden. Sie starken die Hautbarriere,
verbessern die Fellqualitdt und eignen sich somit hervorragend zur
Unterstiitzung von Allergikern (OLIVRY et al., 2015a; GEDON und



1. Publikation 1: Ubersichtsartikel (Manuskript) 29

MUELLER, 2018). Die zusatzliche orale Gabe von Fettsauren hat die zur
Kontrolle der atopischen Symptomatik noétigen Glukokortikoid- und
Ciclosporindosen in Studien signifikant heruntergesetzt (SAEVIK et al.,
2004; MULLER et al., 2016). Nebenwirkungen sind extrem selten, eine
graduelle Dosiserhéhung wird allerdings zur Vermeidung von
gastrointestinalen Symptomen empfohlen. In der Regel werden
50mg/kg/Tag der relevanten Fettsduren (Linolsdure, gamma-Linolséure,
Eicosapentaenséure und Docosahexaensaure) als Dosis empfohlen.

Management von Sekundarinfektionen

Sekundarinfektionen auf der Haut mit Hefepilzen und/oder Bakterien kommen
haufig erschwerend bei Hunden mit caniner atopischer Dermatitis hinzu (HENSEL
et al., 2015; MUELLER und UNTERER, 2018). Der Einsatz von systemischer
Antibiose und Antifungiziden ist aufgrund der steigenden Resistenzlage und der
potenziellen Nebenwirkungen nicht in jedem Fall indiziert. Eine systemische
Therapie mit Resistenzprofil ist bei Allergikern nur selten notwendig, meist wird
auf topisch anzuwendende Alternativen wie Chlorhexidin bei bakteriellen
Infektionen zurtickgegriffen. Liegt hingegen eine Malassezien-Infektion vor, ist die
Kombination aus Chlorhexidin und Mikonazol zu bevorzugen. Die Wirkstoffe gibt
es je nach Besitzerpraferenz als Shampoos, Mousse, Pads oder Sprays (MUELLER
et al., 2012; RAMOS et al., 2019). Zytologie-Kontrollen werden dringend in
regelmaRigen Abstdnden empfohlen, um den Behandlungserfolg zu reevaluieren.
(Abbildungen 7-10)

Zusammenfassung

Die canine atopische Dermatitis ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei der nach
heutigem Wissensstand eine genetische Pradisposition zusammen mit
Umweltfaktoren zu einer defekten Hautbarriere und/oder zu einer tiberschieRenden

Immunantwort auf harmlos einzustufende Umwelt- und/oder Futterallergene fuhrt.

Pruritus ist das Hauptsymptom der Erkrankung, dazu kommen bestimmte
Priméarlasionen und selbstinduzierte Sekundérl&sionen, oft mit erschwerenden
Sekundarinfektionen kombiniet. Haufig betroffene Korperareale sind die distalen
Extremitéten inklusive der Pfoten, der axillare/inguinale und ventrale Bereich, das
Gesicht (v.a. periokuldr, perioral), die Ohren und die Perianalregion. Zu den

pradisponierten Rassen gehdren insbesondere Labrador und Golden Retriever,
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West Highland White Terrier, Deutscher Schéferhund, Cocker Spaniel, Boxer,
Rhodesian Ridgeback, Mops und Franzosische Bulldoggen. Futtermittelallergien
treten vor allem im Alter von < 1 Jahr und > 6 Jahren auf, wohingegen

Umuweltallergien in den meisten Fallen bei jingeren Hunden (< 3 Jahren) beginnen.

Die Diagnose kann nur mittels grindlicher Anamnese, Klinik und dem Ausschluss
von Differenzialdiagnosen gestellt werden. Eine Ektoparasitenprophylaxe schlief3t
die Flohspeichelallergie und den Befall durch weitere Ektoparasiten aus, die
Eliminationsdiat ~ eine  mdgliche  Futtermittelallergie. Liegt  keine
Futtermittelkomponente vor, ist die Umweltallergie als Ausschlussdiagnose
bestatigt. Intrakutantest oder Serumallergietest kénnen durchgefiihrt werden, um
die passenden Allergene, unter Bericksichtigung des Vorberichts, fir eine

Desensibilisierung auszuwahlen.

Wird keine ursdchliche Therapie gewunscht, stehen viele Maoglichkeiten der
symptomatischen Therapie zur Auswahl. Die regelmélige Entnahme von
Zytologieproben, um eine Sekundérinfektion auszuschlieRen oder zu bestatigen
und anschlieBend zu behandeln, ist bei der Betreuung eines Allergie-Patienten

essenziell.
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Abbildungsverzeichnis

Abbildungen 1 bis 3: 10-jahrige Mischlingshindin mit caniner atopischer

Dermatitis. Erstvorstellung mit hochgradiger Malassezien-Dermatitis & bilateraler

gemischter Otitis externa im chronischen Stadium.

Abbildung 1: Alopezie, Hyperpigmentierung und Lichenifizierung von Gesicht

einschlieBlich Ohren und Pfoten. Stellenweise Alopezie am ventralen Thorax.

O\

Abbildung 2: Alopezie, Hyperpigmentierung und Lichenifizierung  des
Abdomens, der Inguinalgegend und medialen Seite der Extremitéten einschlief3lich
der Pfoten.
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Abbildung 3: Alopezie, Hyperpigmentierung und Lichenifizierung der &uReren

Pinnae.

Abbildungen 4 und 5

Abbildung 4: Mikroskopische Untersuchung eines Abklatsch-Préparates der Haut,
100-fache VergroRerung mit Ol. Neutrophile Granulozyten mit intra-und

extrazellularen Kokken.

Abbildung 5: Mikroskopische Untersuchung eines Abklatsch-Praparates der Haut,

100-fache VergréRerung mit Ol. Malassezien.
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Abbildung 6

Abbildung 6: Intrakutantest.

Abbildungen 7 bis 10

10-jahrige Mischlingshindin mit caniner atopischer Dermatitis nach 5-wdochiger
Behandlung mit Malaseb-Shampoo, Canesten-Creme, Allerderm-Fettséuren,
Ohrreiniger und Ohrentropfen. Oclacitinib wurde 12 Tage vor Erstvorstellung vom
Haustierarzt begonnen und beibehalten. Nach 3 Wochen topischer Therapie konnte

das Oclacitinib auf jeden 2. Tag reduziert werden.

Abbildung 7: Seitliche  Ansicht von Kopf- und Halsbereich. Sichtbar

nachgewachsenes Fell.

Abbildung 8: Vorderpfoten mit nachgewachsenem Fell.
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Abbildung 9: Medialer Bereich der hinteren Extremitaten und Hinterpfoten mit

nachgewachsenem Fell. Abdominal nur noch ggr hyperpigmentiert und ggr

lichenifiziert.

Abbildung 10: AuBere Pinnae mit nachwachsendem Fell.
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Abstract

Background: The selection of allergens for immunotherapy in atopic dogs
is often based on serum allergy testing. Cross-reactive carbohydrate deter-
minants (CCDs) are common structures in plant and insect allergens that
reportedly induce polysensitisation, reduce agreement between intradermal
and serum tests and complicate allergen selection.

Methods: Thirty-four dogs with diagnosed atopic dermatitis and 10 healthy
dogs were included in the study. An intradermal test was conducted in atopic
dogs, and serum samples from allergic and healthy dogs were analysed
for allergen-specific immunoglobulin E (IgE) before and after inhibition of
detectable anti-CCD-IgE antibodies.

Results: Anti-CCD-IgE antibodies were not found in any of the healthy
dogs and no polysensitisation to plant and insect allergens was detected.
The agreement between intradermal and serum allergy test results in the
atopic dogs with anti-CCD-IgE antibodies improved from slight to fair after
blocking the anti-CCD-IgE antibodies. In addition, blocking clearly reduced
polysensitisation to plant allergens but not to acarid allergens.

Limitations: Only a limited number of healthy dogs were tested in this study.
A gold standard for determining the clinical relevance of IgE sensitisation
does not exist.

Conclusion: Inhibition of anti-CCD-IgE antibodies seems to be of impor-
tance to improve serum test specificity for allergen-specific IgE in atopic dogs
in relation to intradermal allergy testing.
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INTRODUCTION CCDs are carbohydrate components of glycopro-
teins commonly found on the cell surface of different
plants and insects, such as §-1,2-xylose or «-1,3-
fucose bound to asparagine moieties of a protein.
These specific N-glycans do not occur in mammals
and form common antigenic epitopes. Consequently,

polysensitisation is induced in some patients.'? 13

Atopic dermatitis (AD) caused by environmental
allergens is a common skin disease in small ani-
mal practice.”> Once the diagnosis of canine AD is
confirmed, treatment can be either symptomatic
or causal. The only option for causative therapy is

allergen-specific immunotherapy (AIT).> Appropri-
ate allergens for AIT are selected based on history
and skin or serum testing for allergen-specific
immunoglobulin E (IgE).° Serum-based IgE test-
ing is widely used, but a challenging problem arises
when the positive test reactions do not correlate
with the patient’s history.” The low specificity and
sensitivity of in vitro IgE tests in relation to clinical rel-
evance are recognised worldwide,®® as is the fact that
serum test results are often inconsistent with those
of intradermal testing.” These discrepancies may be
partly explained by the presence of cross-reactive
carbohydrate determinants (CCDs).

This is an open access article under the terms of the C

In human medicine, anti-CCD-IgE antibodies typ-
ically do not cause clinical reactions but lead to
false-positive results in serum allergy tests.'*'* One
possible explanation for their clinical irrelevance is
their monovalent character, which does not enable
cross-linking of IgE on mast cells with subsequent
degranulation,'®!%20

Little is established about the role of CCDs in
dogs”?'"?° and cats.”>?% Recently, anti-CCD-IgE anti-
bodies were detected in 17%-39% of atopic dogs,"**
and in 13% of healthy dogs.” Blocking anti-CCD-IgE
in the serum of atopic dogs resulted in a reduction

of the multiple positive pollen test results.”> >° Two
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recent studies in veterinary medicine looked at the
agreement between skin and serum tests before and
after inhibition of anti-CCD-IgE antibodies in sera
from atopic dogs.”>*> In the first study, blocking of
anti-CCD-IgE prior to serum testing clearly improved
the correlation between skin and serum results.”” In
contrast, another study with a larger number of cases
using a different serum IgE test and different anti-
CCD-IgE-blockers could not detect any improvement
in the correlation between testing procedures before
and after blocking IgE antibodies specific for CCDs.?®

The main purpose of this study was to evaluate
the agreement between intradermal and serum IgE
test results in atopic dogs before and after blocking
IgE directed against CCDs using a third serum test
and blocking agent known as NEXT+ (Nextmune AB).
This second-generation blocker is composed of a
purified CCD linked to human serum albumin for sta-
bilisation. The secondary aim was to find out whether
polysensitisation to plant and insect allergens in CCD-
positive sera from AD dogs is reduced by inhibition.
In addition, normal dog sera were also evaluated for
anti-CCD-IgE.

MATERIALS AND METHODS

This prospective and blinded study was approved by
the Ethics Committee of the University of Munich,
part 1 (atopic dogs) under the number 204-04-03-
2020 and part 2 (normal dogs) under the number
257-26-02-2021. The study protocol was completed
before data collection started. Owners were informed
about and consented to the study prior to inclusion.
Patients meeting the study criteria were enrolled and
samples were obtained and tested in the Dermatolog-
ical Departments of the Center of Clinical Veterinary
Medicine, LMU Munich and the Veterinary Clinic in
Germering from February 2020 to August 2021. Thirty-
four dogs with diagnosed AD and 10 healthy dogs
without a history of allergic disease were included in
the study.

Study subjects

The diagnosis of patients with AD associated with
environmental allergens was based on a combina-
tion of history, clinical presentation and exclusion of
other differential diagnoses, such as flea bite sensitiv-
ity, food-induced AD, ectoparasite infestation and/or
secondary infection. Most of the differential diagnoses
were ruled out by simple diagnostic tests and meth-
ods, including flea control, skin scrapings, cytology
and/or trichograms. Food-induced AD was deter-
mined by following a strict elimination diet for 6-8
weeks, which was either home-cooked (consisting of
ingredients the patient had never been exposed to
before) or a commercially available diet containing
fully hydrolysed proteins (such as Anallergenic, Royal
Canin or z/d, Hill’s). If a complete resolution of symp-
toms was achieved in this food trial, provocation

by the previous food either confirmed or ruled out
the diagnosis of food-induced AD. If partial improve-
ment was observed with the implemented dietary
change and subsequent provocation with the previ-
ously fed diet again resulted in partial deterioration,
AD caused by food as well as environmental aller-
gens was diagnosed.® To rule out an influence of
drugs on the test results, injectable glucocorticoids
were withdrawn 6 weeks prior to testing. Oral gluco-
corticoids and ciclosporin had to be discontinued for
4 weeks, and oclacitinib and antihistamines had to
be discontinued for 2 weeks. Topical glucocorticoids
were discontinued 1 week before the appointment.
To obtain additional relevant information, a detailed
questionnaire was completed by the owners. Along
with signalment, it included questions about age of
onset, presence of concomitant food-induced AD, sea-
sonality of clinical signs, last given medication and
pruritus at the time of testing measured on a validated
pruritus visual analogue scale (pVAS).?"% The authors
decided to use a case-by-case approach for minor vari-
ations in medication use previously excluded because
of symptom onset.

Healthy dogs were at least 12 months of age. They
had no historical evidence of skin disease and showed
no pathologic findings on physical examination.

Intradermal testing

Intradermal testing was performed exclusively on the
atopic dogs. A total of 41 allergens from Nextmune
B.V. were injected intradermally into the skin of the
atopic patients. The concentrations depended on the
individual allergen groups: 200 Noon Units (NU) for
pollens, 100 NU for mites, 10 ug/mL for moulds, 1000
NU/mL for fleas and 100 ug/mL for Malassezia. His-
tamine phosphate at a dilution of 1:10,000 served as a
positive control, and the diluent, phosphate-buffered
saline with 0.47% phenol, was used as a negative con-
trol. If required, the dogs were sedated intravenously
with dexmedetomidine (Sedadex, Dechra) before the
intradermal test, and the dosage ranged from 3 to
8 ug/kg. The intradermal reactivity was evaluated
subjectively from 0 (no reaction) to 4 (strong reaction)
after 15 and 25 minutes based on erythema, wheal
size, turgidity and borders of each reaction site, as
previously reported.®? Rarely, intermediate values
were assigned, such as 2-3 or 3—4. In these cases, the
mean value was taken in order to reflect the evaluation
truthfully. Values greater than or equal to 2 in at least
one of the readings were considered as positive.

Serum testing

Immediately before the intradermal test in the atopic
dogs was performed, 5-10 mL of whole blood was
drawn by venipuncture from all dogs with AD and
centrifuged. Serum samples from healthy dogs were
obtained using surplus blood from health screening
consultations. The serum was submitted to Nextmune,
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and a serum test was performed at their laboratory
in triplicates to detect specific IgE antibodies against
CCDs as a first step and, if the three values obtained
for the CCD-coated wells were positive, in duplicates
against 34 individual allergens.

Samples positive for specific IgE against CCDs were
analysed with and without blocking of anti-CCD-IgE,
which was achieved by incubating serum with the
CCD-blocker for 1 hour at room temperature before
further testing. Samples without specific IgE against
CCDs were tested without blocking anti-CCD-IgE,
since no significant differences have been observed so
far for negative samples after blocking in the quality
control department of Nextmune.

Dog sera were diluted one-sixth in dilution buffer,
regardless of whether they had been blocked with
CCD-blocker before, and added to 96-well plates
containing the coated allergens. After an overnight
incubation at 4°C, plates were washed four times
with washing buffer and a dog-specific anti-IgE mon-
oclonal antibody labelled with alkaline phosphatase
(targeting the CH; domain of dog IgE) was added
and incubated for 2 hours. Afterwards, plates were
washed again six times, and p-nitrophenyl phosphate
substrate (Moss) was added and incubated for 30
minutes. The reaction was stopped with 1 N NaOH
and absorbances were read at 405 nm using a spec-
trophotometer. Throughout the study duration, minor
adjustments to improve specificity were included in
the NEXT+ assay, although results underwent data
curation to ensure consistency over time.

All results were expressed in arbitrary ELISA
absorbance units (EAUs) after applying a multiply-
ing factor of 1000. A dog IgE standard curve was
included for internal control to assess the interassay
reproducibility. Samples were tested in duplicates
whenever the sample volume allowed it, and duplicate
extracts in different plates were included for each
sample. A positive control pool for CCDs with known
values (pooled sera known to contain anti-CCD-IgE),
negative controls (results below our threshold values)
and background controls (coated wells without serum
but with buffers and all subsequent reagents) were also
included. Two thresholds for serum evaluation were
used: 200 and 250 EAU. Values between 200 and 250
EAU are considered inconclusive, while values greater
than 250 EAU are classified as positive reactions by
the laboratory. The agreement between different test
procedures was calculated for both thresholds before
and after inhibition of anti-CCD-IgEs.

Allergen selection

Immune responses to 20 allergen extracts tested in
both the intradermal and serum tests were investi-
gated. A list of those allergens, including the number
of dogs with positive test results for each allergen, is
provided in Table 1. Allergenic extracts used for the
intradermal testing and those used in the serologi-
cal test NEXT+ were supplied by the same company
(Nextmune). However, not all allergens necessarily

originated from the same manufacturer, even when
referring to the same allergen. The availability of
lyophilised extracts is limited, and thus, the acquisi-
tion from different manufacturers was unavoidable.
The reason for some discrepancies between the two
testing procedures is that requirements for extracts
used for intradermal testing are different to those
for extracts used for serological testing, as phenol
content and glycerol must be avoided for serological
testing.

Data accessibility

Blinding of the data was ensured by delaying the anal-
ysis of the study results until after data collection was
completed. Nextmune did not have access to clinical
information, including the results of the intradermal
tests, until the completion of the first draft of the
manuscript. The serum test results were retained by
the study coordinator until the end of data collection.

Statistical analysis

The results of serum and intradermal tests were
compared for each allergen, and the agreement was
evaluated with Cohen’s kappa test. The values were
interpreted as follows: less than 0, no agreement;
0-0.20, slight agreement; 0.21-0.40, fair agreement;
0.41-0.60, moderate agreement; 0.61-0.80, substantial
agreement; and 0.81-1, almost perfect agreement.?”

To assess the influence of inhibition of anti-CCD-
IgE antibodies, a two-tailed Fisher’s exact test was
used to compare all serum reactions before and after
inhibition of anti-CCD-IgEs. The two-tailed Fisher’s
exact test was also used to compare the number of
polysensitised dogs before and after inhibition of anti-
CCD-IgE antibodies. The significance level was set at
a p-value of less than 0.05. The statistical analysis was
conducted using GraphPad Prism software (GraphPad
Prism 6.0, GraphPad Software).

Similar to the two previously published studies, pol-
ysensitisation was defined as the majority of reactions
within an allergen subgroup being positive, that is, a
minimum of three out of four grasses, three out of five
mites or four out of six weeds.”>?> The number of aller-
gens in the subgroups ‘moulds’ and ‘others’ were too
small to be evaluated in this fashion.

RESULTS
Study objects

The age and sex of the included dogs are shown in
Table 2. The atopic dogs first displayed allergic symp-
toms at an average age of 1.6 years (range from 0
to 7 years), and 14 of them were additionally diag-
nosed with food-based AD. On the day of testing, the
mean pVAS score was 6.1 (range from 0 to 10). A sin-
gle dog had a pVAS score of 0 because of treatment
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TABLE 1 Numberand percentage of positive test results® to allergens evaluated by intradermal test (IDT) and serum allergy test (SAT)

SAT
DT CCD negative CCD positive (n=17)
(n=34) (n=17) Non-blocked Blocked

Grasses

Dactylis glomerata (Orchard grass) 13 (38%) 2 (12%) 9 (53%) 5 (29%)

Lolium perenne (Perennial ryegrass) 13 (38%) 1 (6%) 9 (53%) 1 (6%)

Cynodon dactylon (Bermuda grass) 6 (18%) 5 (29%) 12 (71%) 7 (41%)

Poa pratensis (Kentucky bluegrass) 9 (26%) 3 (18%) 14 (82%) 6 (35%)
Weeds

Chenopodium album (White goosefoot) 10 (29%) 0 5 (29%) 1 (6%)

Ambrosia elatior (Common ragweed) 8 (24%) 0 5 (29%) 6 (35%)

Rumex acetosella (Red sorrel/field sorrel) 4 (12%) 0 7 (41%) 2 (12%)

Artemisia vulgaris (Mugwort) 4 (12%) 1 (6%) 5(29%) 0

Plantago lanceolate (Ribwort plantain) 13 (38%) 1 (6%) 5(29%) 2 (12%)

Brassica napus (Oilseed rape) 9 (26%) 1 (6%) 9 (53%) 3 (18%)
Mites

Dermatophagoides farinae (House dust mite) 29 (85%) 8 (47%) 11 (65%) 11 (65%)

Dermatophagoides pteronyssinus (House dust 18 (53%) 3(18%) 8 (47%) 8 (47%)

mite)

Tyrophagus putrescentiae (Mould mite) 31 (91%) 1 (6%) 12 (71%) 10 (59%)

Lepidoglyphus destructor (Storage mite) 25 (74%) 1 (6%) 3(18%) 3(18%)

Acarus siro (Flour mite) 28 (82%) 4 (24%) 7 (41%) 9 (53%)
Moulds

Alternaria alternata 5(15%) 4 (24%) 2 (12%) 3(18%)

Aspergillus fumigatus 5 (15%) 2(12%) 4 (24%) 4 (24%)

Cladosporium herbarum 2 (6%) 3 (18%) 5 (29%) 5 (29%)
Others

Malassezia 8 (24%) 2(12%) 3 (18%) 1 (6%)

Ctenocephalides spp. (Flea) 3(9%) 2(12%) 9 (53%) 7 (41%)

Abbreviation: CCD, cross-reactive carbohydrate determinant.

AIDT values >2 were considered positive. SAT values >250 EAU were considered positive.

TABLE 2 Ageand sex of the dogs included in the study

AD (n=34) Healthy (n=10)

Sex

Female 5 5

Female spayed 12 1

Male 10 1

Male castrated 7 3
Age at time of test (years)

Mean 4.1 7.4

Range 1-11 2-12

Abbreviation: AD, atopic dermatitis.

with lokivetmab. Three of the atopic dogs received
medication based on allergy flare-ups that had been
previously excluded. One patient received oclacitinib
3 weeks prior to testing, another owner discontin-
ued oclacitinib for only 3 days after 2.5 months of
use and treated one small, circumscribed wound on
each of his dog’s front paws with cortisone oint-
ment 3 days before testing, and the last dog was
given a combination of glucocorticoids and antibi-

otics locally in the ears 5 days prior to testing due to
acute otitis externa. After discussion with the owners,
it was decided that an intradermal test would be per-
formed to evaluate skin test reactivity. With strong
positive reactions, a serum test would also be evalu-
ated, and if both tests showed strong positive reac-
tions, results would be considered interpretable. As
all three dogs exhibited strong test reactions, the
authors decided to include these patients despite the
medication.

Prevalence of anti-CCD-IgE antibodies

Anti-CCD-IgE antibodies were detected in 17 of the 34
atopic dog sera (50%). There were no differences in the
seasonality of clinical signs between the groups with
and without antibodies against CCDs (Fisher’s exact
test, p > 0.999). Five of the participating patient own-
ers could not report on the seasonality as their dogs
were too young and/or the duration of the disease was
less than 1 year.

None of the 10 healthy dog sera showed any specific
anti-CCD-IgE antibodies, so all subsequent analyses
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TABLE 3 Cohen’s kappa agreement” for intradermal and
corresponding serum test results

CCD negative 0.08
CCD positive non-blocked 0.15
CCD positive blocked 0.25

Note: Data are shown for serum threshold of 250 EAU.

Abbreviation: CCD, cross-reactive carbohydrate determinant.

“Values <0 indicate no agreement, 0—0.20 slight, 0.21-0.40 fair, 0.41-0.60
moderate, 0.61-0.80 substantial and 0.81—-1 almost perfect agreement.

were only performed with the results from the atopic
dogs.

Agreement between test procedures

The agreements between the different test procedures
for both serum thresholds (200 and 250 EAU) were very
similar; hence, only the results for the serum threshold
of 250 EAU are presented (the data for the threshold of
200 EAU are shown in Tables S1 and S2).

A total of 680 reactions were investigated in both
the intradermal and serum tests in atopic dogs. All
Cohen'’s kappa values are summarised in Table 3. Over-
all, the agreement between the two procedures was
slight. Blocking the anti-CCD-IgE antibodies increased
the agreement from slight to fair.

The agreement between the intradermal test and all
three variants of the serum allergy test (CCD negative,
CCD positive with and without inhibition of anti-CCD-
IgE antibodies) is illustrated in Table 4 with each of
the four possible outcomes. In the dogs with anti-CCD
antibodies, there was a significantly higher number
of concordant results after blocking those antibodies
compared to before blocking them (Fisher’s exact test,
p=0.031).

To evaluate the degree of change in serum test
results after blocking CCD-positive dog sera, a total
of 578 reactions to 34 allergens were available. The
number of positive reactions before blocking anti-
CCD-IgE was significantly higher than the number of
positive reactions after blocking those antibodies in
the group of grass pollens, tree pollens and weed pol-
lens (two-tailed Fisher’s exact test, p < 0.0001 for each
comparison). There was no significant difference for
the group of mite allergens (two-tailed Fisher's exact
test, p=1.0).

Polysensitisation in dogs with AD and
healthy dogs

Serum samples from healthy (200 reactions) and
atopic dogs (680 reactions) were assessed for poly-
sensitisation. Among the healthy dogs, there were
no multiple positives in the groups of grass, weed
and mite allergens. The polysensitisation detected
in serum allergy tests of atopic dogs is presented
in Table 5. In the atopic dogs without anti-CCD-IgE
antibodies, the proportion of dogs that were polysen-
sitised ranged from none to 12% between allergen

groups. In the atopic dogs with non-inhibited anti-
CCD-IgEs, numerous multiple positive test reactions
were present. Inhibition of anti-CCD-IgE antibodies
significantly reduced polysensitisation for grasses
(two-tailed Fisher’s exact test, p = 0.0014) but not for
weeds (two-tailed Fisher’s exact test, p = 0.102) and
mites (two-tailed Fisher’s exact test, p > 0.999).

DISCUSSION

In this study, blocking the anti-CCD-IgE antibodies of
dogs with AD increased the correlation of the intra-
dermal test results with the results of allergen-specific
IgE testing from slight to fair. Polysensitisation seen on
serum IgE testing decreased significantly with block-
ing of those antibodies. Healthy control dogs did not
show any anti-CCD-IgE antibodies or polysensitisa-
tion.

The prevalence of atopic dogs with anti-CCD-IgE
antibodies in our study mirrors data from human
medicine, where a prevalence of 18-71% was reported
in allergic patients.!”"!83132 In veterinary medicine, a
prevalence of 17-39 % has been reported for atopic
dogs,”?"??> with a single abstract reporting a preva-
lence of 73%.%* There is only one study to date that
detected specific IgE antibodies to CCDs in healthy
dogs (present in 13% of the population tested).” In
contrast, we could not identify anti-CCD-IgE antibod-
ies in the 10 healthy dogs included in our study. The
prevalence range reported may be due to patient selec-
tion, different geographical locations with different
genetic backgrounds of the patients or differences in
methodology. In addition, it is possible that there is
no significant difference at all between the results of
all those studies, supported by the fact that the 95%
confidence intervals for the studies overlap. Another
explanation could be that healthy dogs do not form
antibodies against CCD structures and that the study
identifying apparently healthy subjects with anti-
CCD-IgE antibodies involved dogs that were in fact in
an early, subclinical stage of AD. Further longitudinal
investigations are needed to elucidate this.

This study confirmed that marked polysensitisa-
tion was present in sera from atopic dogs with
anti-CCD-IgE antibodies compared to dogs without
those antibodies and that those multiple positive test
results were significantly reduced by inhibition of the
anti-CCD-IgE antibodies. This reduction was particu-
larly evident in the allergen subgroup of grasses and
weeds—although the maximum reduction from four
to zero dogs polysensitised to weeds was not sufficient
for statistical significance, in contrast to grasses—and
not so prominent with mites, as reported in previ-
ous veterinary*> > and human studies.'” Arthropods
contain no to a few CCDs,'®%! in contrast to grasses
and weeds, which carry more carbohydrate structures
leading to the formation of anti-CCD-IgE antibodies.**
Polysensitisation was rarely seen on intradermal test-
ing, most likely due to the monovalent structure of
the anti-CCD-IgE antibodies, which prevents cross-
linking and thus degranulation of the mast cells, which
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TABLE 4 Agreements between the intradermal test (IDT) and the serum allergy test (SAT) for allergens evaluated in atopic dogs
Positive disagreement (SAT  Negative disagreement (SAT  Positive agreement  Negative agreement
positive, IDT negative) negative, IDT positive) (both tests positive)  (both tests negative)

CCD negative 22 (6%) 105 (31%) 22 (6%) 191 (56%)

CCD positive non-blocked 83 (24%) 55 (16%) 61 (18%) 141 (41%)

CCD positive blocked 44 (13%) 66 (19%) 50 (15%) 180 (53%)

Note: Data are shown for serum threshold of 250 EAU.
Abbreviation: CCD, cross-reactive carbohydrate determinant.

TABLE 5 Polysensitisation” in serum allergy tests of atopic
dogs
CCD negative CCD positive (n=17)
(n=17) Non-blocked Blocked
Grasses 1 (6%) 11 (65%) 2 (12%)
Weeds 0 4 (24%) 0
Mites 2 (12%) 9 (53%) 8 (47%)
No. of dogs” 2 (12%) 13 (76%) 9 (53%)

Note: Data are shown for the threshold of 250 EAU.

Abbreviation: CCD, cross-reactive carbohydrate determinant.

“1f the majority of reactions within an allergen subgroup were positive (at least
three of four grasses, three of five mites or four of six weeds), the dog was
considered as polysensitised.

"Number of dogs with polysensitisation in at least one allergen group.

is also a reason for the presumed clinical irrelevance
of those antibodies.'®1%20:35 The exception are the
IgE antibodies directed against a-1,3-galactose (alpha-
Gal) contained in red meat, which have been reported
to cause severe allergic reactions in some human
patients.'®3637 As a self-antigen of the dog, alpha-
Gal does not normally induce an immune response in
this species (in contrast to primates).”® Nevertheless,
a more recent study has demonstrated that IgG, IgM
and IgE antibody production against alpha-Gal can be
found in healthy dogs and can also be induced through
sensitisation by tick bites.” However, further study
is required to determine whether this is of clinical
relevance in dogs.

Two previous studies compared the correlation
between intradermal and serum testing before and
after blocking anti-CCD-IgE antibodies in veterinary
medicine with conflicting results.”>*% One study was
able to demonstrate an improvement in correlation
after inhibiting the antibodies specific to CCDs,*” as
established in humans.'” In contrast, another study
with a larger number of participants did not show
any difference.”” In the present study, we investigated
a third blocking procedure and showed an increase
in correlation, but this was less pronounced than
that seen in the previous study. The strength of this
study compared to the publications mentioned above
is that the allergens used for the intradermal and
serum tests were both provided by the same com-
pany (Nextmune), which improves the comparability
between the results of the test methods, even though
not all allergens necessarily originated from the same
manufacturer. Another explanation for the disparate
results reported in the three studies evaluating the
use of a blocking agent against anti-CCD-IgE is the

fact that each of them used a different blocking agent
to inhibit reactions with anti-CCD-IgE. Whereas the
Gedon et al.”” study used a carbohydrate-blocker (pro-
prietary product of Heska, specifically for veterinary
use) composed of plant glycoproteins not derived
from the allergen test field, the Canning et al.?® study
used a bromelain-CCD inhibitor (proprietary prod-
uct of Stallergenes Greer) containing the carbohydrate
components found in bromelain. In our study, we
used the CCD-blocker NEXT+ (proprietary product
of Nextmune), which is a semisynthetic blocker con-
sisting of a purified CCD bound to human serum
albumin for stabilisation. It seems likely that the effi-
cacy of different blockers varies.'”'%3! Additionally,
methodological variations could also have affected the
concordance between intradermal and serum allergy
testing, as both German studies utilised a subjec-
tive scoring system to assess intradermal reactions,
while the Americans referred to the global wheal
score (composed of subjective and objective criteria).
Different dog populations with different genetic back-
grounds and different allergens used for intradermal
testing may have further contributed to the differ-
ence between the American study and the two German
studies.

The fact that, in dogs without anti-CCD-IgE anti-
bodies, the serology is negative for 31% of allergens
while the intradermal test is positive is very likely an
effect of small numbers. The agreement between the
negative intradermal and serum test reactions in our
study was most pronounced. Inhibition of anti-CCD-
IgE antibodies reduced positive serum test results
inconsistent with intradermal testing by half, while
negative serum results disagreeing with intradermal
testing increased by only 3%, resulting in a decrease in
the number of positive test results concordant in both
tests. Whether anti-CCD-IgE antibodies are all ‘false
positives’ and clinically irrelevant is still not clear. Even
with their monovalent structure and inability to cause
mast cell degranulation, a role in T-cell-mediated
hypersensitivity reactions cannot be ruled out. Non-
IgE-based immunological pathways may also play a
role in canine AD.*’

The measured responses in the allergen-specific
IgE test were evaluated using two different thresholds
(200 and 250 EAU) to see which of the two achieved
better agreement with the intradermal testing. Over-
all, no difference in agreement was found between
the two thresholds using Cohen’s kappa scale. Poly-
sensitisation was more frequent in atopic dogs in the
lower threshold group, as expected, but inhibition of
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anti-CCD-IgE antibodies equally reduced polysensi-
tisation in both groups (Tables S1 and S2).

One limitation of the present study was that the
number of healthy dogs was not large, and a larger
number of healthy dogs would have possibly iden-
tified dogs with anti-CCD-IgE antibodies. Another
restriction of this study was the participation of three
atopic dogs that had received medication based on
the onset of symptoms that had previously been
excluded. Short-term use of oclacitinib does not seem
to affect intradermal test activity. In one study, intra-
dermal test activity was not significantly affected
after 14 days of therapy in dogs experimentally
sensitised to house dust mites.*! All three dogs exhib-
ited strong skin test reactions and each dog served
as its own control in this study; consequently, the
authors decided to include these patients despite the
medication.

In conclusion, the present study confirmed that
strong polysensitisation identified in serum allergen-
specific IgE testing directed against pollen allergens in
dogs with anti-CCD-IgE antibodies could be reduced
by a blocking procedure, which increased the agree-
ment between intradermal and serum allergy tests
from slight to fair. This shows that inhibition of
anti-CCD-IgEs in serological tests with suitable block-
ing agents is likely to improve test specificity and
reliability.
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Abstract

Background: Lokivetmab, a caninised monoclonal antibody against interleu-
kin (IL)-31, is an effective treatment for the pruritus associated with canine
atopic dermatitis (cAD).

Objectives: To investigate the efficacy and safety of lokivetmab during long-
term treatment defined as at least three consecutive lokivetmab injections
in atopic dogs under field conditions. To assess individual factors influencing
treatment outcome and adverse events.

Animals: 150 dogs with cAD.

Materials and Methods: Medical records of dogs treated with lokivetmab
were reviewed, and owners and/or veterinarians were contacted as needed
for follow-up. A decrease of the pruritus Visual Analog Scale (PVAS) score by
>2 or a PVAS score <2 after treatment was considered as treatment success.
Logistic regression was used to investigate the influence of a variety of fac-
tors on outcome: type of cAD (food versus environment), age at first lokivet-
mab administration, disease chronicity, dosage and/or secondary infection.
Any adverse event that occurred during the study period was recorded.
Results: Lokivetmab reduced the PVAS score with long-term use (p<0.01);
the success rate was 53 of 69 total dogs (77%). The probability of treatment
failure decreased with increasing treatment duration. None of the factors
investigated influenced the treatment outcome. Twelve dogs of 150 (8%)
showed adverse events such as gastrointestinal signs or lethargy.
Conclusion and Clinical Relevance: Lokivetmab appears to be an effective
and safe long-term anti-itch therapy for dogs with cAD.

KEYWORDS
canine, cytopoint, I1L-31, monoclonal antibody

Lokivetmab (Cytopoint; Zoetis Belgium SA) is a canin-
ised monoclonal antibody which selectively binds to

Canine atopic dermatitis (cAD) is a common allergic
skin disease, with a reported prevalence of 10%-15% K
The chronic skin condition is characterised by pruritus,
often associated with cutaneous inflammation, and
typically requires life-long therapy.?® Although the
pathogenesis of this multifactorial disease is still not
fully understood,™® there are a number of symptom-
atic treatment options, which differ in their efficacy
and associated adverse events.®® Broad-spectrum
medications such as glucocorticoids and calcineurin
inhibitors were the only therapies available in the past
decades, yet newer therapeutic approaches provide
more targeted treatment options with fewer adverse
events.?

circulating interleukin (IL)-31 in dogs. It was shown to
effectively inhibit pruritus and related skin lesions in cAD
for >1 month, have a fast onset of action and minimal ad-
verse events.® '* In one study, the quality of life {QoL) of
owners and their animals suffering from cAD increased
as a consequence of the significant reduction of pruritus
achieved through treatment with lokivetmab.'® In another
study, the administration of lokivetmab significantly de-
creased both pruritus Visual Analog Scale (PVAS) scores
and serum IL-31 levels in dogs with cAD.'®

A possible cause for the loss of efficacy during
treatment with monoclonal antibodies is development
of antidrug antibodies (ADAs). Three studies evalu-
ated ADAs in dogs with cAD treated with lokivetmab.

Study presentation: The abstract of this study was presented at the DGVD (Deutsche Gesellschaft fir Veterinardermatologie) congress, 30 April 2023.

Veterinary Dermatology. 2024;00:1-9.

wileyonlinelibrary.com/journal/vde
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One study detected no treatment-induced immuno-
genicity after a single dose of lokivetmab,® and in two
other studies, antibodies were formed in 2.1%-2.5%
of treated dogs.'®"" In another study, 2.6% of allergic
dogs experienced a loss of efficacy after the second
lokivetmab injection, yet no ADA levels were measured
in those patients.’

To the best of the authors' knowledge, there is
only one published study from North America that
has investigated individual factors predictive of ini-
tial treatment success."” This prompted us to ex-
plore whether similar factors, such as the type of
cAD (food- or environmentally induced), the age at
which lokivetmab was first administered, the dis-
ease chronicity, the dosage used and the presence
of secondary infections on the day of the initial
lokivetmab injection, have an impact not only on the
initial treatment outcome but also on the long-term
results in European dogs. The primary objective of
the present study was to investigate the long-term
use of lokivetmab in atopic dogs under field condi-
tions in Germany. The secondary objective was to
assess if concurrent factors affect treatment out-
come initially in the long term. The tertiary objective
was to report any adverse events observed over the
study period.

MATERIALS AND METHODS

This retrospective study was approved by the
Ethics Committee of the Faculty of Veterinary
Medicine/University of Munich under the number
232-26-08-2020.

Study design

Data were collected retrospectively from July 2017 to
October 2021 by searching the database of the Centre
for Clinical Veterinary Medicine at LMU Munich. In most
cases, the available information was supplemented hy
telephone and mail contact with the pet owner andfor
the primary veterinarian as needed.

Inclusion/exclusion criteria

All medical records of dogs with suspected cAD that
received at least one lokivetmab injection at the Centre
for Clinical Veterinary Medicine at LMU Munich dur-
ing the study period were included. Patients whose
treatment was initiated at the Centre, with some of
the subsequent injections administered by the refer-
ring veterinarians, were intentionally also included.
cAD was suspected based on the history and clinical
presentation and confirmed by ruling out other differen-
tial diagnoses such as flea bite hypersensitivity and/for
ectoparasite infestation. Food allergy was ruled out or
confirmed by an elimination diet trial for 8weeks with
either a commercially available fully hydrolysed pro-
tein, or a home-cooked diet consisting of a protein and

carbohydrate source to which the animal had not previ-
ously been exposed.'®

Study objects

The following data were collected: signalment, body
weight, date of birth, date of onset of cAD clinical
signs, elimination diet trial status, previous medications
(glucocorticoids, oclacitinib, ciclosporin), exact dates of
lokivetmab injections, lokivetmab dosage and any ob-
served adverse events.

Pruritus was measured as a score on a PVAS
scale'®?? documented at different time points and in-
cluded in the data collection of the study: before the
first lokivetmab administration and after the first and
last lokivetmab injections, respectively.

Any other medication received in the 28day period
before and after the first lokivetmab visit also was re-
corded, and a medication score was calculated using a
previously published scoring systemm'22 adapted to our
study purposes (Table 1). Glucocorticoids were evalu-
ated according to the potency of the respective active
ingredient,?*%%

Secondary infections on the day of the first lokivet-
mab administration and within 1 month after injection
were recorded if a cytological sample was available and
had been assessed using a previously validated cyto-
logical score scale ranging from 0 to 4.7% If the cytolog-
ical score indicated infection (score =1), the cytological
results were considered positive. If the dog had a neg-
ative cytological sample or the clinician decided not to
take a cytological sample based on clinical presenta-
tion, typically because of the absence of both pruritus
and clinical lesions, the dog was considered negative
for secondary infection.

TABLE 1 Medication score.

Treatment Points
No medication 0
Topical medication (except tacrolimus and topical b
glucocorticoids)

Oral antihistamines and essential fatty acids 10
Systemic antibiotics or antimycotics 30
Prednisolone” =1 mg/kg daily® 40
Prednisolone” 0.5-1mg/kg daily® 30
Prednisolone” 0.2-0.5mg/kg daily® 20
Prednisolone® <0.2 mg/kg daily® or topical 10
glucocorticoids

Ciclosporin >5ma/kg daily® 40
Ciclosporin 2.5-5mg/kg daily® 30
Ciclosporin 1.256-2.5mg/kg daily” 20
Topical tacrolimus or ciclosporin <1.25mg/kg daily? 10
Oclacitinib 0.4-0.6 mg/kg twice daily® 40
Oclacitinib 0.4-0.6 mg/kg daily® 30
Oclacitinib <0.4 mg/kg daily® 20

*Mean daily dosage for the last month before examination.
PGlucocorticoid potency compared to prednisolone: methylprednisolone and
triamcinolone—1.25x more potent, dexamethasone—7.5x more potent,
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Evaluation of treatment efficacy

Long-term treatment was defined as receiving at least
three lokivetmab injections. The corresponding long-
term efficacy was evaluated after the last injection ad-
ministered at the time of data collection, and the initial
response was assessed after the first lokivetmab admin-
istration. Efficacy was measured primarily by improve-
ment in the PVAS score by =2 following the lokivetmab
injection by comparing the PVAS score recorded immedi-
ately before the first lokivetmab injection with the PVAS
score after the first and last lokivetmab treatments, re-
spectively. If the dog's pruritus was low before the first
injection of lokivetmab owing to prior treatment with
other medications, a PVAS score of <2 following the cor-
responding lokivetmab administration was likewise con-
sidered a success. All dogs with a PVAS score<2 after
lokivetmab treatment were recorded separately, as this
was regarded as the normal range.?® As recommended
by the International Committee for Allergic Diseases in
Amimals,27 the number of dogs in which the PVAS score
was reduced by =50% also was calculated.

In addition to pruritus, changes in medication score
and the development of secondary infection under the
effect of the first lokivetmab dose were assessed.

Loss of treatment effectiveness
associated with long-term use

Loss of efficacy was considered when the initial suc-
cess which had been recorded after the first lokivet-
mab administration was no longer observed after the
last administered lokivetmab injection. The extent of
the effect reduction of the treatment was estimated
using the following formula:

Level of effect reduction (in%)
_ PVAS after last— PVAS after first %
~ PVAS before first— PVAS after first

The calculated percentages of effect reduction
of lokivetmab treatment were classified <20%, no
loss; >20% and <40%, low effect reduction; >40%
and<60%, moderate effect reduction; and>60%, se-
vere effect reduction.

Statistical analysis

The normality assumption was assessed by the
Shapiro-Wilk normality test. For non-normally distrib-
uted data, nonparametric tests were used.

A Friedman test followed hy a Durbin—Conover test
was conducted to show the PVAS change over the
course of treatment in all included long-term patients
with three or more administered lokivetmab injections.

Long-term success was measured by means of a
survival analysis. For the analysis, long-term patients
with an average interval of injections <100days were
included.

In order to determine whether the outcome of long-
term and initial lokivetmab therapy was affected by

3
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individual factors (such as food versus environmentally
induced cAD, disease chronicity, dosage and second-
ary infection on day of first lokivetmab administration
for the initial success; and age during first lokivetmab
administration and dosage for the long-term success), a
logistic regression with both univariate and multivariate
analysis was performed with all included dogs receiv-
ing initial or long-term treatment, respectively. As the
results of both analyses were identical, only the results
of the multivariate analysis are presented.

The significance level of all analyses conducted was
set at p<0.01.

RESULTS
Study objects

A total of 150 medical records were included in the
study of which 69 could be evaluated for long-term
analysis. Of these 69 long-term patients, 50 dogs re-
ceived injections at an average interval of <100days.
The signalment of included dogs is given in Table 2.

The study included 44 of 150 dogs (29%) diagnosed
with cAD sensu lato (no elimination diet performed),
72 of 150 dogs (48%) with cAD sensu stricto (pruritus
failed to respond to an elimination diet) and 34 of 150
dogs (23%) presenting with a concurrent food allergy.
Before the first treatment with lokivetmab, of 150 dogs,
103 (69%) had received glucocorticoids, 101 (67%)
oclacitinib and 15 (10%) ciclosporin. Further data on the
course of the disease are presented in Table S1 in the
Supporting information, and the total number of lokivet-
mab injections is listed in Table S2. The dog with the
highest number of injections received 35 treatments in
total over 36.5months. The lokivetmab dosage admin-
istered ranged from 0.8 to 2.5 mg/kg (mean 1.3mg/kg).
The average injection interval of each dog ranged from
19 to 409days (median 48days). Therapy duration var-
ied from 1 to 48 months (average 9.4months).

Evaluation of treatment efficacy

The PVAS score over the course of lokivetmab ther-
apy is illustrated in Figure 1. While the median PVAS
score was 6 before the first lokivetmab administration,
it decreased to 1 after that first injection and to 2 after
the last. Pruritus decreased significantly from before in
comparison with after therapy with lokivetmab. This
was observed both after initial injection {(p<0.01) and
in association with long-term use (p<0.01). There also
was a significant difference between the PVAS score
after the first and after the last lokivetmab injections
(p<0.01).

Eighty-nine dogs of 150 (569%) had a PVAS score<2
after the first lokivetmah injection; a PVAS score reduc-
tion by =60% was observed in 119 of 150 dogs (79%)
after the first administration of lokivetmab. Thirty-two
of 69 dogs (46%) receiving long-term therapy obtained
a PVAS score<2 after their last lokivetmab treatment.
In 43 of 69 dogs (62%) receiving long-term treatment,
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TABLE 2 Signalment of dogs receiving lokivetmab.

Initial treatment Long-term
(n=150) treatment (n=69)

Sex

Female 49 (33%) 26 (38%)

Female spayed 36 (24%) 14 (20%)

Male 39 (26%) 18 (26%)

Male castrated 26 (17%) 11 (16%)
Body weight

Range (kg) 4-60 4-49
Breed

Pure-bred 122 (81%) 58 (84%)

Mixed breed 28 (19%) 11 (16%)
Most represented

French bulldog 13 7

Labrador 1" 7

retriever

German 1 5

shepherd dog

West Highland 8 5

white terrier

Pug 6 3

Golden retriever 5 3

Poodle 4 2

Boxer 4 2

Rhodesian 3 2

ridgeback

White Swiss 3 2

shepherd dog

Cocker spaniel 3 1

Parson Russell 3 1

terrier

English bulldog 3 1

the reduction of >50% was seen when comparing
the PVAS score before the first with that after the last
lokivetmab application.

The efficacy rate after the first lokivetmab injection
was 90% (135 of 150 dogs). Comparing the assessed
medication score before and after the first lokivetmab
injection, it decreased in 67 of 1560 dogs (45%). A de-
crease of the medication score by >50% was observed
in 34 of 150 dogs (23%). Forty-eight dogs of 150 (32%)
were assessed to show no clinical or cytological signs
of secondary infections at the first visit: 35 of 48 dogs
(73%) maintained this status, while 13 of 48 (27%) de-
veloped infections within 4 weeks of therapy. Fifty-one
of 150 dogs (34%) were identified with an infection at
the first visit: 30 of the 51 (59%) responded to con-
current, appropriate antimicrobial therapy and 21 (41%)
maintained cytological positivity. Aural haematomas
formed in 2 of 150 dogs (1%) and acute moist derma-
titis in 4 of 150 (3%) during treatment with lokivetmab.

Long-term efficacy in PVAS reduction was achieved
in 77% (53 of 69 dogs). The outcome of long-term use
of lokivetmab based on a survival analysis is visualised
in Figure 2. Treatment failure was observed in 13 of 50
dogs by Day (D) 740. The last treatment failure was

on D749. The longer treatment with lokivetmab was
continued, the lower the likelihood of treatment failure.

Loss of treatment effectiveness with
long-term use

Overall, 12 of 69 dogs (17%) treated long-term expe-
rienced a loss of efficacy; in all 12, the level of effect
reduction was severe. The remaining 57 dogs (83%)
did not develop any loss of effect over the treatment
period.

Influencing factors of the treatment
outcome

There was no significant association between the
treatment outcome and any of the tested factors in the
regression analysis. The initial efficacy was not signifi-
cantly influenced by the diagnosis of food-induced ver-
sus environmentally induced cAD (p=0.88), nor by the
disease chronicity (p=0.53), the dosage administered
(p=0.079) or the presence of a secondary infection on
the day of the first lokivetmab administration (p=0.92).
The outcome of long-term efficacy also was not signifi-
cantly affected by the age during the first lokivetmab
administration (p=0.67) or the administered dosage
(p=0.061).

Adverse events

A total of 12 of 150 dogs (8%) experienced ad-
verse events during treatment with lokivetmab.
Gastrointestinal signs such as diarrhoea, vomiting or
nausea were observed in two of these (1.33%), un-
specified skin rashes occurred in two others (1.33%),
anorexia in two (1.33%) and lethargy in six (4%). More
detailed information about the reported adverse events
is provided in Table 3. Of particular note is dog 129.
This dog developed a multifocal crusting dermatitis
following the first lokivetmab injection. Several biopsy
samples were obtained 1 month after lokivetmab was
administered. The histological examination revealed
epidermal hyperplasia, multifocal epidermal necrosis,
serocellular crusts, moderate parakeratosis with serum
lakes and occasional bacteria. Intracorneal and sub-
corneal neutrophilic as well as mononuclear pustules
were observed. Additionally, a chronic, superficial,
moderate, perivascular-to-interstitial, mixed mononu-
clear dermatitis with oedema and mucin, along with
some fibroblastic changes, was identified. Small ves-
sel leucocytoclastic vasculitis with haemorrhage and
dilated lymphatic vessels also was noted. The morpho-
logical diagnosis was hyperplastic, mixed dermatitis
characterised by the presence of serocellular crusts,
intra- and subcorneal pustules and leucocytoclastic
vasculitis withi small vessels. The lesions resolved
with oclacitinib. Further injections of lokivetmab were
not administered and as such an adverse drug reac-
tion remains a possibility. This dog was included in our



IV. Publikation 3: Studie 2

58

LONG-TERM LOKIVETMAB IN ATOPIC DOGS

5
Veterinary DermatologyJ—

Kreaman(2) = 79.07, p = 6.76€-18, Wiengai = 0.57, Clasy, [0.47, 1.00], N pairs = 69

PHolm-adgj. = 4.06e-17

125-
PHolm-adj, = 4.81€-25
Phoim-ag, = 1.78e-03 Iy
10.0- @
T
&
o
c
L g
g 7.5- ! ;
2 g
7} = ]
2] b=\ — { Hmedian = 6.00 H
N 1 2
o 50- N\ a
1%
& 3
; 2
=
25- . — &
: > - — 1 Umedian = 2.00 ?.
. = §
—.-“' =1 Himedian = 1.00 2
0.0- A 4
Beforle first AfIEI.' first Aﬁe; last
(n=69) (n=69) (n=69)
Timeline
FIGURE 1 Development of the pVAS score over the course of lokivetmab therapy. The p-value of the Friedman's test (6.76e-18)

indicates a significant difference in the pVAS score among the various time points (p<0.01). The Kendall's W (with its 95% confidence
intervals) refers to the effect size and reveals that this difference between the groups is moderate (0.57 [0.48 - 1]). To determine the
specific group differences, we employed the Durbin-Conover pairwise tests with Holm corrected p-values for multiple comparisons,

which demonstrate that the pVAS score varies significantly between each time point (p<0.01). The “4.06e-17" is a scientific notation of a
very small p-value with 17 zeros and is = 4.06 x 10", Medians are shown due to the non-parametric nature of Friedman Test. Red lines
connect the timepoints in order to emphasize the dependency of observations (aka repeated measures). The darkness of points emphasizes
samples size for a particular pVAS score (the darker the point, the more frequent a particular score was found). Similarly, the violin plot

displays the distribution of scores within every timepoint.

analysis. All other listed adverse events were reversible
and resolved either spontaneously or with mild symp-
tomatic therapy.

DISCUSSION

Pruritus of dogs with cAD was effectively reduced by
single and long-term administration of lokivetmab.

To the best of the authors' knowledge, no previous
study has investigated the efficacy and safety of lokivet-
mab over a relatively long period of time. In one study,
lokivetmab was administered three times in three con-
secutive months, with a significant decrease in pruritus
and Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index
(CADESI)-04 score.™ In another study, the first part of
the trial demonstrated that lokivetmab was noninferior
to ciclosporin in terms of pruritus reduction in atopic
dogs after 3months of treatment. In the second part
of the study, some of the dogs from the lokivetmab
group were treated with lokivetmab for an additional
6months, allowing efficacy to be monitored for up to
9months, and 76.3% of the dogs were classified as
normal at the end of the study."" In another publication,
a total of 21 dogs were treated with lokivetmab mono-
therapy according to manufacturer's instructions and
followed for up to 1year. One quarter of the dogs did
not experience a disease flare during monotherapy with

lokivetmab for at least 1year, and half of the treated
dogs developed a flare within 2 months after discontin-
uing other anti-allergic medications.?®

Compared with the initial lokivetmab success rate,
a decrease in treatment efficacy was observed. One
potential cause for the decrease in efficacy may be
the formation of ADAs directed against lokivetmab,
even though lokivetmab is a caninised monoclonal
antibody.?3° ADAs may bind to the administered
monoclonal antibodies and lead to their neutralisation,
and consequently result in a reduction of treatment
efficacy.>%*" ADAs directed against lokivetmab have
been measured in two veterinary studies and iden-
tified in 2.1%-2.5% of atopic dogs treated with this
monoclonal antibody.'®'" In a 9-month field study,
treatment efficacy was reduced in one of a total of
three dogs with ADA levels present against lokivet-
mab. ADAs were formed only in the first 3 months of
treatment, not thereafter."” One study did not detect
any treatment-induced immunogenicity after a single
injection of lokivetmab.® The results of the presents
study support those findings. The Kaplan—-Meier
curve illustrates that the probability of treatment fail-
ure decreased with treatment duration. In another
study, a loss of efficacy was noted in 2.6% of allergic
dogs after the second dose of lokivetmab, yet ADA
levels were not measured in that study. Interestingly,
one of the affected dogs was reported to exhibit
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FIGURE 2 Long-term treatment outcome.

TABLE 3 Adverse events.

Case number Total number of Lmab

4 6 Nausea

29 2 Pustular rash
68 3 Anorexia

89 1 Lethargy

93 2 Diarrhoea, vomiting
102 12 Lethargy
105 7 Lethargy
107 10 Lethargy
125 8 Lethargy
129 1

134 2 Anorexia

142 8 Lethargy

Abbreviation: Lmab, lokivetmab

lethargy in association with its third injection.”” We
observed this phenomenon in one of our study par-
ticipants. Dog 102 showed lethargy and loss of effi-
cacy after the twelfth lokivetmab administration. In a
laboratory safety evaluation of lokivetmab, in which
healthy laboratory beagle dogs received seven con-
secutive monthly doses of lokivetmab, no evidence
of immunogenicity was observed; unfortunately, ADA
levels were not measured.®> Further prospective
long-term studies are needed as the clinical relevance
of ADAs in dogs treated with lokivetmab is not clear.
It would be extremely interesting to measure ADA

Adverse event

Multifocal crusting dermatitis

Time period

One day after second Lmab
Within 30 min after second Lmab
Within 4weeks after first Lmab
11days after first Lmab

The day after both Lmab

After twelfth unsuccessful Lmab
The day after some Lmab
Persistent for 1week after Lmab
Directly after Lmab up to 2days
Within the month after first Lmab
On Days 3 and 4 after first Lmab

No additional information

concentrations not only in treatment failures but also
in long-term patients receiving >10 injections.
Pruritus as a result of secondary infections could
be another possible cause of treatment failure with
long-term use. In previous studies, treatment with
lokivetmab was more effective in controlling pruri-
tus than inflammatory skin lesions.®" % In our study,
owners were often late for the recommended 4-week
follow-up visits for continued treatment with lokivet-
mab. The average injection intervals of the individual
dogs in our study showed a wide range. In addi-
tion, skin cytological investigation and subseguent
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topical therapy was only infrequently conducted at
the primary care veterinarian during the course of
lokivetmab therapy. Consequently, skin lesions and
secondary infections possibly occurred during al-
lergy flares. Nevertheless, this delay in treatment is
not necessarily detrimental. The duration of action of
lokivetmab varies slightly by patient and time of year,
and in one study, an injection of lokivetmab at 2mg/
kg inhibited pruritus for <42 days.'?

Our criteria defining treatment success were chosen
to be comparable to the results of previous studies with
similar study designs investigating the initial success of
lokivetmab.'”*® Based on these criteria, our observed
initial success rate of 90% is consistent with both of
the previous studies, in which initial success rates of
87.8% and 98% were reported in dogs with allergic
dermatitis after 1 month of treatment.””** A PVAS score
reduction by =50% after initial treatment with lokivet-
mab occurred in 79% of our patients, which is in line
with other reports in other studies of 73%—77%.'>"”

Treatment failure in the small proportion of dogs not
responding to lokivetmab could result from the fact
that these dogs may have less circulating IL-31 and/or
other cytokines more prominently involved in the pru-
ritus cascade. cAD is a complex, multifactorial disease
and accordingly demands a multifaceted treatment
spectrum.? Breed-associated variations in the clinical
phenotypes of cAD have been detected, suggesting
differences in the underlying pathomechanisms.®*
Likewise, study results from human medicine on the
use of monoclonal antibodies confirmed that some
patients did not respond to these specifically targeted
treatment options.®*~%7

No significant association was found in our study
between treatment outcome and any of the factors
tested, including the type of cAD, age at first admin-
istration of lokivetmab, disease chronicity, dosage and
the presence of secondary infections on the day of the
first lokivetmab injection. Those results are consistent
with a previous study that also reported no significant
association between treatment success and similar
parameters.!” There appeared to be a subtle and not
statistically significant association between dosage of
lokivetrnab and treatment efficacy: the higher the dose
of lokivetmab, the lower the treatment success. In a
previous study, the administration of higher doses of
lokivetmab also did not increase the likelihood of treat-
ment success."” Therefore, administration of higher
doses of lokivetmab does not seem to offer any addi-
tional benefit for atopic patients. Additional and larger
prospective studies are needed to verify this.

The absence of a statistically significant impact of
secondary infections on the day of the initial lokivet-
mab injection on treatment outcome may be a conse-
quence of the strong antipruritic action of the antibody.
Alternatively or additionally, the topical antimicrobial
therapy prescribed in those dogs may have sufficiently
treated the infection to render it insignificant.

The type of cAD did not seem to influence treat-
ment outcome. Lokivetmab may be a viable long-term
treatment option for any dog with suspected cAD

7
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whose owners are hesitant to pursue a comprehen-
sive work-up. Likewise, neither age at the time of first
administration of lokivetmab nor chronicity of disease
affected treatment outcome. Additional prospective
studies are necessary to elucidate this.

Lokivetmab appears to be a safe and effective
pruritus treatment for long-term use in cAD. Most of
the adverse events that we recorded throughout the
entire study period, including gastrointestinal signs,
anorexia and lethargy, were very mild and consistent
with previous publications.®'®"" Lokivetmab proved
safe not only when administered once within 28 days'®
but also in a clinical trial with monthly injections for up
to 9months." In a laboratory study of the safety of
lokivetmab, in which a dose of <10mg/kg was admin-
istered to 24 healthy laboratory beagle dogs for 7 con-
secutive months, lokivetmab also was observed to be
well-tolerated.*? Two of our study patients developed
unspecified skin rashes that had not been previously
reported. In the dog with multifocal crusting dermati-
tis resulting from a suspected drug reaction, treatment
with lokivetmab resulted in a significant decrease in
PVAS score from 9 to 2, yet the owners still chose to
discontinue the therapy. Instead, oclacitinib was admin-
istered, resulting not only in the disappearance of the
multifocal crusts but also in the continued reduction of
pruritus. A second dog exhibited a pustular rash within
30min of receiving lokivetmab from the primary care
veterinarian. Whether this was an acute medication re-
action or detection of a previously unobhserved bacte-
rial infection is unclear, as unfortunately no cytological
samples were obtained. Peracute development would
be atypical for bacterial pyoderma. As the primary vet-
erinarian successfully treated the pustular rash with
prednisolone, a drug reaction seems possible. More
studies are needed to further evaluate rare adverse
events with lokivetmab.

The major limitation of this study is its retrospec-
tive nature. Owners and primary veterinarians were
actively contacted, yet information was recalled from
medication records and owner statements related to
the past, which limits reliability compared to prospec-
tively collected and standardised data. For the same
reason, injection intervals and medication intake were
not standardised, complicating the comparability of
the data.

In conclusion, the current study demonstrates that
lokivetmab is an effective and safe pruritus treatment
option for long-term use in cAD under field conditions.
Additional prospective studies conducted under stan-
dardised settings are necessary to validate our findings.
Regular follow-up visits conducted by specialists utilis-
ing validated scoring systems can corroborate owners'
statements and facilitate sample collection for cytologi-
cal investigation and the measurement of ADAs.
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V. DISKUSSION

Viele Tierbesitzer mdchten fir ihren chronisch kranken Vierbeiner nicht dauerhaft
nur symptomatische Behandlungen durchfiihren und entscheiden sich stattdessen
fur die kausale AIT. Daher stellt sich flr Tierérzte oft die Frage, welche der positiv
getesteten Allergene tatsachlich relevant sind und in die Allergenldsung
aufgenommen werden sollten. Dies erweist sich insbesondere bei hochpositiven
Serumtestergebnissen als Herausforderung, da in Europa nur wenige und relevante

Allergene fur das Extrakt ausgewéhlt werden.

In der ersten Studie dieser vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
Serumtests mit Blockierung von Anti-CCD-IgE Antikorpern unter Zuhilfenahme
geeigneter  Blockierungsmittel zu bevorzugen sind. Zuvor gemessene
Polysensibilisierungen konnten im Serumtest von Hunden mit AD durch die
Blockierung reduziert werden, wodurch die Ubereinstimmung zwischen Serum-
und Intrakutantestergebnissen erhéht wurde. In den Seren gesunder Kontrollhunde
konnten weder Anti-CCD-IgE Antikorper noch Polysensibilisierungen detektiert

werden.

Die in dieser Studie ermittelte Pravalenz von Anti-CCD-IgE Antikorpern in Hohe
von 50 % in Seren atopischer Hunde stimmt nicht nur mit vergangenen
veterindrmedizinischen Studien 0Uberein, in denen Pravalenzen von 17-73 %
bestimmt wurden (BEXLEY et al., 2018; LEVY und DEBOER, 2018; GEDON et
al., 2019; PICCIONE und DEBOER, 2019), sondern auch mit Daten aus der
Humanmedizin, in welchen Pravalenzen von 18-71 % angegeben wurden (EBO et
al., 2004; VIDAL et al., 2012; HOLZWEBER et al., 2013; ALTMANN, 2016).
CCDs sind Kohlenhydratbestandteile von haufig auf der Zelloberflache
verschiedener Pflanzen und Insekten vorkommenden Glykoproteinen. Da
Sédugetiere keine CCDs aufweisen und diese somit als Epitope fungieren, kann eine
Polysensibilisierung induziert werden (FAYE und CHRISPEELS, 1988; FAYE et
al., 1993; JIN et al., 2008). Warum jedoch einige atopische Patienten eine humorale
Immunantwort gegen CCD-Strukturen entwickeln und andere nicht, bleibt bislang
ungeklart und erfordert weitere Forschung. Madgliche Grinde fir die grolie
Bandbreite der in den verschiedenen Studien ermittelten Pravalenzraten sind die

Auswahl der Patienten, verschiedene geografische Standorte mit unterschiedlichen
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genetischen Hintergrinden und Unterschiede in der Testmethodik. Auch die
Tatsache, dass die Blutproben zu unterschiedlichen Zeiten des Jahres entnommen
wurden, konnte dazu beigetragen haben. In unserer gesunden Hundepopulation
wurden bei keinem der zehn Hunde Anti-CCD-IgE Antikdrper detektiert. Dies steht
im Widerspruch zu einer anderen Studie, in welcher eine Préavalenz von 13 % in der
gesunden Kontrollgruppe ermittelt wurde (PICCIONE und DEBOER, 2019). Ob
gesunde Hunde nun tatsachlich keine Anti-CCD-IgE Antikorper ausbilden und ob
in der genannten Studie vermeintlich gesunde Hunde inkludiert wurden, welche

sich bereits im subklinischen Stadium der AD befanden, ist unklar.

Diese Studie bestatigte, dass eine ausgepragte Polysensibilisierung in Seren von
atopischen Hunden mit vorliegenden Anti-CCD-IgE Antikérpern auftrat, im
Vergleich zu gesunden und atopischen Hunden, bei denen diese Antikdrper nicht
nachgewiesen werden konnten. Durch die Blockierung der Anti-CCD-IgE
Antikorper in den Hundeseren der Atopiker konnten die multiplen positiven
Testergebnisse in der Untergruppe der Graser signifikant reduziert werden. In der
Untergruppe der Kréauter wurde durch die Blockierung ebenfalls eine markante
Reduktion der polysensibilisierten Hunde erzielt, allerdings war die Zahl der
polysensibilisierten Hunde mit vier nicht fir das Erreichen einer statistischen
Signifikanz ausreichend. Im Gegensatz zu den Untergruppen der Gréser und
Krauter konnte in der Untergruppe der Milben keine signifikante Veranderung der
Polysensibilisierung durch Blockierung erreicht werden, wie dies bereits in
friheren veterindrmedizinischen (GEDON et al.,, 2019; LEE et al., 2020;
CANNING et al, 2021; MOHAMMADDAVOODI et al., 2021) und
humanmedizinischer Studien (HOLZWEBER et al., 2013) berichtet wurde.
Hintergrund hierfur ist, dass verschiedene Graser und Krduter identische
Kohlenhydratstrukturen in ihren Glykoproteinen aufweisen (YOKOI et al., 2017),
wahrend Milben nahezu keine CCD-Strukturen haben (MARI et al., 1999; VIDAL
etal., 2012).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen des Serumtests zeigten die atopischen Hunde im
Intrakutantest nur selten eine Polysensibilisierung. Dies kdnnte im Zusammenhang
mit der vermuteten klinischen Irrelevanz von Anti-CCD-IgE Antikorpern stehen.
Die monovalente Struktur der Anti-CCD-IgE Antikorper verhindert ihre
Vernetzung auf der Oberflache von sensibilisierten Mastzellen, sodass keine
Degranulation resultieren kann (MALANDAIN, 2005; ALTMANN, 2007; JIN et
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al., 2008; MARI et al., 2008). Inwiefern alle Anti-CCD-IgE Antikoérper klinisch
irrelevant und somit als ,,falsch positive* Ergebnisse im Serumtest zu interpretieren
sind, bleibt eine bislang offene Frage. Zum jetzigen Zeitpunkt kann eine potenzielle
Beteiligung von Anti-CCD-IgE  Antikérpern an  T-Zell vermittelten
Uberempfindlichkeitsreaktionen ~ nicht  sicher  ausgeschlossen  werden.
Immunologische Mechanismen, unabhéngig von der IgE Produktion und deren
Auswirkungen auf Mastzellen, sind in der Pathogenese der caninen AD ebenfalls
relevant (PUCHEU-HASTON et al., 2015b). In humanmedizinischen Studien
wurde in der Vergangenheit bereits von Ausnahmen bezlglich der klinischen
Irrelevanz von Anti-CCD-IgE Antikdrpern berichtet: Rotes Fleisch enthélt eine
Kohlenhydratstruktur namens o-1,3-galactose (alpha-Gal) und Anti-CCD-IgE
Antikorper, welche gegen alpha-Gal gerichtet sind, koénnen schwerwiegende
allergische Reaktionen bei Menschen auslésen (COMMINS et al., 2009; FISCHER
et al.,, 2014; ALTMANN, 2016). Die Hypothese, dass alle Anti-CCD-IgE
Antikdrper klinisch irrelevant sind, wurde somit widerlegt. Da Hunde im Gegensatz
zu Primaten alpha-Gal als eigenes Antigen besitzen, induziert dieses normalerweise
keine Immunantwort in ihnen (GALILI et al., 1988). Einer Studie zufolge konnte
jedoch eine Immunantwort gegen alpha-Gal nicht nur in gesunden Hunden
gemessen, sondern auch durch Zeckenbisse ausgeldst werden (HODZIC et al.,
2019). Weitere Studien werden bendtigt, um zu beleuchten, ob Anti-CCD-IgEs
gegen alpha-Gal in Hunden mdglicherweise doch eine klinische Relevanz haben

und zu allergischen Reaktionen fuihren kdnnen.

Insgesamt betrachtet stieg die Korrelation zwischen den Ergebnissen der Serum-
und Intrakutantests atopischer Hunde in unserer Studie nach der Blockierung
vorhandener Anti-CCD-IgE Antikdrper leicht an. In der Literatur sind neben
unserer Studie zwei andere veterindrmedizinische Publikationen zu finden, welche
die Korrelation zwischen beiden Testverfahren vor und nach der Blockierung von
Anti-CCD-IgE Antikdrpern untersucht haben. Wéhrend in der ersten Studie ein
deutlicher Anstieg in der Korrelation beider Testergebnisse durch die Blockierung
der Antikdrper gegen CCDs erzielt wurde (GEDON et al., 2019), konnte in der
zweiten Studie kein Unterschied vor und nach der Blockierung festgestellt werden
(CANNING et al.,, 2021). Das Ergebnis unserer Studie liegt zwischen den
Resultaten beider oben genannter Publikationen (GEDON et al., 2019; CANNING

et al., 2021), da die Korrelation zwar zunahm, jedoch nicht in dem AusmaR wie
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vorangegangen berichtet. Daten aus der Humanmedizin bestatigen eine bessere
Korrelation zwischen Intrakutantest, Krankenhistorie und Laborergebnissen nach
Einsatz eines Blockierungsmittels (HOLZWEBER et al., 2013). Die variierenden
Ergebnisse in den drei veterindrmedizinischen Studien bezuglich der festgestellten
Korrelation zwischen beiden Testverfahren vor und nach der Blockierung von
Antikorpern gegen CCD-Strukturen konnten auf diverse Ursachen zurtickzufiihren
sein. In allen drei Studien wurden unterschiedliche Blockierungsmittel eingesetzt.
Es scheint, als ob die verwendeten Blockierungsmittel in unterschiedlichem Mal3e
effektiv waren. Zusétzlich variieren die beiden deutschen Studien von der
amerikanischen Studie in Bezug auf die Verwendung unterschiedlicher
Bewertungssysteme fiir die Auswertung des Intrakutantests. Des Weiteren kénnten
Unterschiede in den Hundepopulationen mit divergentem genetischem Hintergrund
zu den Diskrepanzen zwischen der amerikanischen Studie und den beiden
deutschen Studien beigetragen haben. Dartiber hinaus unterscheidet sich die
Auswahl geeigneter Allergene fur den Intrakutantest zwischen den beiden
Nationen. Inwieweit Allergenextrakte auf Basis von Serumtestergebnissen mit
blockierten Anti-CCD-IgE Antikdrpern zu einem besseren Ansprechen auf die AIT

fuhren, ist derzeit noch unklar und bietet Raum fir weitere Studien.

Eine Limitierung der vorliegenden Studie war die geringe Anzahl an gesunden
Kontrollhunden. Bei einer umfangreicheren Anzahl an gesunden Patienten ware
mdoglicherweise der Nachweis von Anti-CCD-IgE Antikérpern erfolgt. Inwiefern
gesunde Hunde nun tatséchlich keine Anti-CCD-IgE-Antikorper ausbilden, bedarf
weiterer Forschung. Zusatzlich wére es von Interesse gewesen, die
Serumtestergebnisse mit der Patientenhistorie zu vergleichen und zu priifen, ob eine
Blockierung der Anti-CCD-IgE Antikdrper die Korrelation verbessert hatte, wie es
in der Humanmedizin beschrieben wurde (HOLZWEBER et al., 2013).

Das Hauptergebnis der ersten Studie bestand darin, dass die Blockierung von Anti-
CCD-IgE-Antikorpern mittels eines geeigneten Blockierungsmittels die Spezifitat
des Serumtests erhohte. Jedoch muss in diesem Zusammenhang hervorgehoben
werden, dass der Serumtest nicht zur Diagnosestellung der caninen AD geeignet ist.
Er sollte lediglich in Betracht gezogen werden, wenn Besitzer ihren Hund kausal
therapieren mochten und die Auswahl der Allergene fir das Allergenextrakt
vorgenommen werden muss. Bei der Entscheidung fiir den Serumtest als

Grundlage, was in den meisten Tierarztpraxen aufgrund der einfachen und
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schnellen Durchfuhrung Ublich ist, sollten Varianten mit Blockierung der Anti-
CCD-IgE-Antikorper bevorzugt werden. In dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass durch die Blockierung mittels geeignetem Blockierungsmittel die
Polysensibilisierung gegen Pollenallergene reduziert wurde, was zu einer erhdhten
Korrelation zwischen Serum- und Intrakutantest fiihrte. Dennoch ist der Bezug zur
Krankenhistorie nicht zu vernachléssigen. Testergebnisse dirfen niemals isoliert,
sondern mussen stets in Verbindung mit der Klinik betrachtet werden.

In der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten zweiten Studie wurde die
Langzeitanwendung von Lokivetmab untersucht. Symptomatische Medikamente
wie Lokivetmab finden auch in der heutigen Zeit berechtigte Anwendung. Ihr
Einsatz ist beispielsweise indiziert, wenn die AIT als alleinige kausale
Therapieoption nicht die gewinschte Verbesserung der mit der AD verbundenen
Symptome herbeigefiihrt hat. Daruber hinaus sind die Beschwerden der
Allergiepatienten in vielen Fallen gerade zu Beginn der AIT nicht allein mit dem
Allergenextrakt unter Kontrolle zu bringen. Daher wird die kausale AIT in der
Anfangsphase oft mit symptomatischen Medikamenten kombiniert, die im besten
Fall nicht das Immunsystem supprimieren. Wenn Patientenbesitzer nicht dazu
bereit sind, die Allergie ihres Hundes umfassend aufzuarbeiten, sind
symptomatische Medikamente auch dann erforderlich. In Anbetracht der
verschiedenen soeben aufgefiihrten Indikationen symptomatischer Medikamente ist
es wichtig, jede einzelne Therapieoption auch in der Langzeitanwendung auf
Wirksamkeit und potenzielle Nebenwirkungen zu untersuchen. Lokivetmab hat
sich in unserer Studie unter Feldbedingungen als sicheres und effizientes
Langzeitmedikament bei der caninen AD bewahrt. Der Juckreiz der atopischen
Hunde konnte nicht nur nach der initialen Lokivetmab-Injektion effektiv reduziert
werden, sondern auch in der Langzeitanwendung. Keiner der von uns untersuchten
Faktoren trug zur Vorhersage des anfanglichen oder langfristigen
Behandlungserfolgs bei. Alle waéhrend des vierjahrigen Studienzeitraums
verzeichneten Nebenwirkungen waren gering, mit Ausnahme eines Hundes, der

eine multifokale krustige Dermatitis entwickelte.

In dieser Studie wurde sowohl nach der initialen als auch nach der langfristigen
Therapie mit Lokivetmab, gemessen an einer validierten Juckreizskala (Pruritus
Visual Analogue Scale, pVAS) (HILL et al., 2007; RYBNICEK et al., 2009), ein
signifikanter Riickgang im Juckreiz erzielt. Beim Vergleich der Zeitpunkte nach
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der ersten mit nach der letzten verabreichten Lokivetmab-Injektion ist
interessanterweise ein kleiner Anstieg im Juckreiz festzustellen. Statistisch gesehen
ist dieser Anstieg signifikant, allerdings ist das Ausmaf des Anstiegs klinisch sehr
gering. Bei Betrachtung der absoluten Zahlen lag der mediane pVVAS-Score vor
Beginn der Lokivetmab Therapie bei 6 und konnte nach der langfristigen Therapie
auf 2 reduziert werden. Ein pVAS-Score < 2 wird als ,,Normalbereich® angesehen
(RYBNICEK et al., 2009), daher ist das Ergebnis als Erfolg zu werten. In unserer

Studie erreichten 46 % der Langzeitpatienten einen ,,normalen* pVAS-Score.

Die von uns ermittelte Ersterfolgsrate von 90 % stimmt mit vergangenen Studien
uberein, in denen Ersterfolgsraten von 87,8 % und 98 % bei Hunden mit allergischer
Dermatitis erzielt wurden (SOUZA et al., 2018; GOBER et al., 2022). Eine
Verringerung des pVAS-Scores um > 50 % nach der Erstbehandlung mit
Lokivetmab trat bei 79 % unserer Patienten auf, was ebenfalls mit Berichten aus
anderen Studien von 73-77 % ubereinstimmt (SOUZA et al., 2018; VAN
BRUSSEL et al., 2021). Wie an diesen Zahlen zu erkennen ist, spricht ein geringer
Teil der allergischen Hunde nicht auf eine Therapie mit Lokivetmab an. Studien aus
der Humanmedizin bestatigen die Erkenntnis, dass eine Therapie mit monoklonalen
Antikorpern nicht bei allen Patienten wirksam ist (PAPP et al., 2008;
OWCZARCZYK etal., 2011; SCOTT et al., 2012). Das Versagen der Behandlung
mit Lokivetmab bei dem geringen Anteil der Hunde konnte darauf zuriickzufuhren
sein, dass bei diesen Hunden insgesamt weniger I1L-31 zirkuliert und/oder andere
Zytokine starker an der Juckreizkaskade beteiligt sind. In der Vergangenheit
wurden bereits rassebedingte Unterschiede im klinischen Phanotyp der AD
festgestellt, was auf Unterschiede in den zugrunde liegenden Pathomechanismen
hindeutet (WILHEM et al., 2011). AD als eine komplexe und multifaktorielle

Erkrankung erfordert ein vielseitiges Behandlungsspektrum (OLIVRY et al., 2015).

Bislang existiert keine Studie, die die Langzeitwirkung und -sicherheit von
Lokivetmab in dem von uns ausgewahlten Zeitrahmen durchgefuhrt hat. In unserer
Studie erhielten die Langzeitpatienten insgesamt bis zu 35 aufeinanderfolgende
Lokivetmab-Injektionen. Dabei wurde ein Langzeiterfolg von 77 % verzeichnet
und in 62 % unserer Langzeitpatienten wurde eine Verringerung des pVAS-Scores
um > 50 % ermittelt. Die langste in der Literatur zu findende Studie begleitete
Hunde, die mit Lokivetmab behandelt wurden, tiber einen Zeitraum von einem Jahr
(TAMAMOTO-MOCHIZUKI et al., 2019), eine weitere neun Monate
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(MOYAERT etal., 2017). Beim Vergleich der Erfolgsraten zwischen der Erst- und
Langzeitbehandlung in unserer Studie ist ein Rickgang in der
Behandlungseffektivitdt festzustellen. Der verzeichnete Rickgang in der
Wirksamkeit konnte mit der Ausbildung von gegen Lokivetmab gerichteten
Antikdrpern zusammenhéngen. Obwohl es sich bei Lokivetmab um einen
caninisierten monoklonalen Antikdrper handelt, bleibt sein immunogener
Charakter bis zu einem gewissen Grad erhalten, wodurch folglich eine
Immunantwort in den behandelten Patienten induziert werden kann (CHAIGNE
und WATIER, 2015; L1 et al., 2018). Mdglicherweise binden sich die gegen das
Lokivetmab gerichteten Antikorper an das Medikament und fiihren zu dessen
Neutralisation, was ein Behandlungsversagen erklaren wirde (CHAIGNE und
WATIER, 2015; XU et al., 2015). In zwei vergangenen veterindrmedizinischen
Studien ist bereits der Nachweis von gegen Lokivetmab gerichteten Antikdrpern
gelungen, sie konnten in 2,1 — 2,5 % der atopischen Hunde gemessen werden
(MICHELS et al., 2016b; MOYAERT et al., 2017). Bei einem dieser Hunde wurde
gleichzeitig von einer reduzierten Wirksamkeit berichtet, was ebenfalls im
Zusammenhang mit den vorhandenen Antikorpern gegen Lokivetmab stehen
konnte (MOYAERT etal., 2017). In einer anderen Publikation wurde bei 2,6 % der
allergischen Hunde ein Wirkverlust nach der zweiten Gabe von Lokivetmab
beschrieben, auf eine dritte Lokivetmab-Injektion reagierte einer der Hunde mit
Lethargie (SOUZA et al., 2018). Leider wurde der Antikorperspiegel gegen
Lokivetmab in den betroffenen Hunden nicht gemessen, sodass keine sichere
Aussage uber das Vorhandensein getroffen werden kann. Interessanterweise waren
die Erfahrungen in unserer Studie &hnlich, denn Hund Nummer 102 verzeichnete
nach seiner zwolften Lokivetmab-Anwendung nicht nur einen Wirkverlust, sondern
war laut Aussage seiner Besitzer auch lethargisch. In der schon erwahnten
neunmonatigen Feldstudie bildeten alle betroffenen Hunde die Antikorper gegen
Lokivetmab bereits in den ersten drei Behandlungsmonaten aus (MOYAERT etal.,
2017). Nach einer einzigen Lokivetmab-Injektion konnte allerdings noch keine
behandlungsbedingte Immunogenitét festgestellt werden (MICHELS et al., 2016a).
Wir konnten mit unseren Studienergebnissen anhand der Kaplan-Meier Kurve
aufzeigen, dass mit zunehmender Therapiedauer die Wahrscheinlichkeit eines
Behandlungsversagens von Lokivetmab sinkt, selbst wenn der beschriebene
Rickgang mittels logistischer Regression keine statistische Signifikanz erreichte.

Kirzlich wurde eine Laborstudie zur Sicherheit von Lokivetmab verdffentlicht, in
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der gesunde Laborhunde sieben aufeinanderfolgende monatliche Dosen
Lokivetmab erhielten (KRAUTMANN et al., 2023). Im Rahmen dieser Studie
konnten allerdings keinerlei Anzeichen von Immunogenitat beobachtet werden,
jedoch wurden auch hier keine Antikorperspiegel gemessen. In Anbetracht aller
aufgefiihrten Studienergebnisse ist festzustellen, dass die klinische Relevanz der
Antikorper gegen Lokivetmab noch immer nicht vollstandig geklart ist und weitere
prospektive Langzeitstudien in diesem Zusammenhang benétigt werden.

Neben der behandlungsinduzierten Immunogenitdt als Reaktion auf einen
therapeutischen monoklonalen Antikorper ist als weiterer Grund fir ein
Therapieversagen der aufkommende Juckreiz aufgrund einer vorliegenden
Sekundarinfektion in Betracht zu ziehen. Der Einsatz von Lokivetmab hat sich in
der Vergangenheit als wirksamer in der Kontrolle von allergischem Juckreiz
gezeigt als in der Kontrolle von entziindlichen Hautlésionen (MICHELS et al.,
2016a; MOYAERT et al.,, 2017, TAMAMOTO-MOCHIZUKI et al., 2019).
Hautl&sionen bei atopischen Hunden treten hdufig in Kombination mit
Sekundarinfektionen auf, allerdings kénnen Sekundérinfektionen auch ohne fur das
Auge sichtbare Hautlésionen vorhanden sein und den vorhandenen Juckreiz
verstarken (GRIFFIN und DEBOER, 2001; BIZIKOVA et al., 2015). Daher ist eine
regelmaRige zytologische Kontrolle bei atopischen Hunden essenziell. Wahrend
der weiterfiihrenden Behandlung unserer Studienpatienten beim Haustierarzt wurde
dies allerdings nicht optimal durchgefuhrt. In den seltensten Fallen wurde eine
Hautzytologie genommen, wéhrend gleichzeitig die topische Therapie nicht
konsequent weitergefiihrt wurde. Darlber hinaus wurden die empfohlenen
vierwdchigen Kontrolltermine von den Patientenbesitzern oftmals zu spét oder gar
nicht wahrgenommen, sodass das Injektionsintervall von Lokivetmab in unserem
Studienzeitraum von 19 bis 409 Tagen reichte. Infolgedessen kam es
mdoglicherweise zur Entwicklung von Hautldsionen und Sekundérinfektionen
wahrend der Allergieschiibe, die mit Lokivetmab allein nicht mehr unter Kontrolle
zu bringen waren und ein vermeintliches Therapieversagen erklaren konnten.
Nichtsdestotrotz muss in diesem Zusammenhang erwahnt werden, dass nicht jede
Verzogerung der Behandlung nachteilig ist, da die Wirkungsdauer von Lokivetmab
je nach Patienten und Jahreszeit geringfugig variiert. In einer Studie hemmte eine
Injektion von Lokivetmab in einer Dosierung von 2 mg/kg den Juckreiz
beispielsweise fir bis zu 42 Tage (FLECK et al., 2021).
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Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem anfénglichen oder
langfristigen Behandlungsergebnis und einem der untersuchten Faktoren
festgestellt, einschlieRlich der Art der AD (lebensmittel- oder umweltbedingt), des
Alters bei der erstmaligen Verabreichung von Lokivetmab, der Chronizitat der
Erkrankung, der verwendeten Dosierung und dem Vorhandensein von
Sekundarinfektionen am Tag der ersten Injektion von Lokivetmab. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit einer friheren Studie, in der ebenfalls kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem initialen Behandlungserfolg und anderen Faktoren
ermittelt wurde (SOUZA et al.,, 2018). Unsere Studiendaten zeigten keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Dosierung von Lokivetmab und dem
Behandlungserfolg. Das entspricht den Ergebnissen der soeben genannten Studie,
in der festgestellt wurde, dass die Verabreichung von héheren Lokivetmab Dosen
nicht die Wahrscheinlichkeit eines Behandlungserfolgs erhéht hat (SOUZA et al.,
2018). Daraus lasst sich ableiten, dass die Anwendung héherer Dosen von
Lokivetmab keinen zusatzlichen Nutzen fur unsere atopischen Patienten zu bieten
scheint, auch nicht im Falle eines Therapieversagens. Die Tatsache, dass das
Vorhandensein von Sekundarinfektionen am Tag der ersten Injektion von
Lokivetmab keinen signifikanten Einfluss auf den initialen Behandlungserfolg
hatte, kann sehr wahrscheinlich auf die gleichzeitige Verabreichung anderer
Medikamente zurtickgefiihrt werden. Hunde, bei denen Sekunddrinfektionen
diagnostiziert wurden, erhielten eine topische antimikrobielle Therapie, um das
Behandlungsergebnis zu optimieren. Auch die Art der AD hatte keinen Einfluss
auf das Behandlungsergebnis, sodass sich Lokivetmab folglich als praktikable
langfristige Behandlungsoption fiir jeden Hund eignet, bei dem der Verdacht auf
eine Allergie besteht. Dies gewinnt insbesondere dann an Bedeutung, wenn die
Tierhalter nicht dazu gewillt sind eine umfassende und langwierige
Allergieaufarbeitung durchzufiinren. Ahnlich verhielt es sich mit dem Alter zum
Zeitpunkt der erstmaligen Verabreichung von Lokivetmab und der Chronizitét der
Erkrankung. Beide Faktoren beeinflussten das Behandlungsergebnis nicht. Dies
deutet darauf hin, dass sich das Zytokinprofil von Hunden im Laufe der Jahre nicht
verdandert hat, woraus sich schlussfolgern l&sst, dass Lokivetmab eine praktikable
Behandlungsoption fir Hunde aller Altersgruppen und Allergiestadien darstellt.
Grole prospektive Studien sollten diese Ergebnisse und Folgerungen tberprifen

und gegebenenfalls bestatigen.
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In vergangenen Studien erwies sich Lokivetmab nicht nur bei einmaliger
Verabreichung innerhalb von 28 Tagen als sicher (VAN BRUSSEL et al., 2021),
sondern auch in einer klinischen Studie mit monatlichen Injektionen Uber bis zu
neun Monate (MOYAERT et al.,, 2017). In einer kirzlich ver6ffentlichten
Laborstudie zur Sicherheit von Lokivetmab, bei der 24 gesunden Laborhunden tber
sieben aufeinanderfolgende Monate eine Dosis von bis zu 10 mg/kg verabreicht
wurde, zeigte sich Lokivetmab ebenfalls als gut vertraglich (KRAUTMANN et al.,
2023). Die meisten der innerhalb unseres Studienzeitraums verzeichneten
Nebenwirkungen wie gastrointestinale Symptome, Anorexie und Lethargie waren
sehr mild und stimmen mit anderen in der Literatur zu findenden Publikationen
uberein (MICHELS et al., 2016a; MICHELS et al., 2016b; SOUZA et al., 2018).
Interessanterweise entwickelten zwei unserer Studienpatienten unspezifische
Hautausschldge, tber die zuvor noch nicht berichtet worden war. Bei einem Hund
trat innerhalb eines Monats nach der ersten Lokivetmab-Injektion eine multifokale
krustige Dermatitis auf, deren Biopsieergebnisse mit einer Medikamentenreaktion
vereinbar waren. Die Diagnose wurde jedoch aus ethischen Griinden nicht durch
eine erneute Verabreichung von Lokivetmab bestatigt. Lokivetmab fiihrte bei
diesem Hund zu einem starken Riickgang des pVAS-Scores von 9 auf 2, dennoch
entschieden sich die Besitzer die Therapie abzubrechen. Stattdessen wurde
Oclacitinib verabreicht, was nicht nur zum Abheilen der multifokalen Krusten,
sondern auch zu einer anhaltenden Verringerung des Juckreizes fuhrte. Bei einem
zweiten Hund zeigte sich innerhalb von 30 Minuten nach der Verabreichung von
Lokivetmab durch den behandelnden Haustierarzt ein pustuloser Ausschlag. Ob es
sich dabei um eine akute Medikamentenreaktion oder um den Nachweis einer zuvor
nicht beobachteten bakteriellen Infektion handelte ist unklar, da keine
zytologischen Proben entnommen wurden. Die perakute Entwicklung ist jedoch
untypisch fur eine bakterielle Pyodermie. Auflerdem behandelte der Haustierarzt
den pustulésen Ausschlag erfolgreich mit Prednisolon, wodurch eine
Medikamentenreaktion moglich erscheint. Weitere und groRere Studien sind
notwendig, um auch selten auftretende Nebenwirkungen von Lokivetmab zu

erfassen und genauer zu untersuchen.

Die groBte Limitierung unserer zweiten Studie war ihr retrospektiver Charakter.
Die Studiendaten wurden aus Patientenakten und Aussagen der Besitzer abgerufen,

die aktiv kontaktiert wurden und nicht prospektiv in einer standardisierten Weise



V. Diskussion 73

erfasst. Dementsprechend waren die Injektionsintervalle von Lokivetmab nicht
einheitlich und unterschieden sich zum Teil stark voneinander. Dies kann
gleichzeitig als Vorteil ausgelegt werden, da reale Feldbedingungen reprasentiert
wurden. Neben den erfassten Studiendaten wére es von besonderem Interesse
gewesen, den Antikorperspiegel gegen Lokivetmab zu quantifizieren, nicht nur bei
Hunden mit Behandlungsversagen, sondern auch bei Langzeitpatienten mit mehr
als zehn Lokivetmab-Injektionen, um weitere Aussagen ber mdglicherweise
vorhandene Antikorper gegen Lokivetmab und deren klinische Relevanz treffen zu

kdnnen.

Zusammenfassend hat sich Lokivetmab innerhalb dieser Studie als eine wirksame
und sichere Behandlungsoption fur die langfristige Anwendung bei caniner AD
unter Feldbedingungen bewéhrt. Die WVerabreichung hoherer Dosen von
Lokivetmab schien keinen zusétzlichen Nutzen flr unsere atopischen Patienten zu
bewirken. Aus diesem Grund raten wir davon ab Hunde, die nicht oder nicht mehr
auf Lokivetmab angesprochen haben, mit htheren Dosierungen zu therapieren. Ob
eine behandlungsinduzierte Immunogenitét durch die Verabreichung von hoheren
Dosierungen verstarkt hervorgerufen wird und wie es sich mit der genauen
klinischen Relevanz der ausgebildeten Antikérper gegen Lokivetmab verhilt,
bedarf weiterer Studien. Patienten mit futtermittelinduzierter AD sprachen &hnlich
gut auf die Behandlung mit Lokivetmab an wie Patienten mit umweltinduzierter
AD, woraus abzuleiten ist, dass Lokivetmab eine gute Therapieoption flr alle
Hunde darstellt, deren Allergie nicht aufgearbeitet worden ist. Weder das Alter bei
der ersten Verabreichung von Lokivetmab noch die Chronizitat der Erkrankung
hatten einen Einfluss auf das Behandlungsergebnis. Folglich kann Lokivetmab als
langfristige Behandlungsoption fiir Hunde aller Altersgruppen und Allergiestadien
angesehen werden. Um einen langfristigen Behandlungserfolg zu sichern,
empfehlen wir den Besitzern regelméBige Kontrolluntersuchungen samt
Zytologieproben beim Tierarzt wahrzunehmen, um maogliche Sekundarinfektionen
auszuschliel3en oder wenn notwendig, zeitgleich zu Lokivetmab zu therapieren. Im
Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden, dass ein Wirkverlust von Lokivetmab
immer unwahrscheinlicher wurde, je ldnger die Patienten behandelt wurden.
Nebenwirkungen durch Lokivetmab sind innerhalb des Studienzeitraums

aufgetreten und somit moglich, waren aber selten und reversibel.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Kreuzreagierende Kohlenhydratbestandteile bei atopischen und gesunden

Hunden und ihr Einfluss auf die Spezifitat von Allergietests

Die Auswahl geeigneter Allergene fur die Immuntherapie bei atopischen Hunden
erfolgt in vielen Féllen auf Grundlage von Serumallergietests. Kreuzreaktive
Kohlenhydratdeterminanten (CCDs) sind hdufige Strukturen in Pflanzen- und
Insektenallergenen, die Berichten zufolge Polysensibilisierungen hervorrufen, die
Ubereinstimmung zwischen Intrakutan- und Serumallergietests verringern und
dadurch die Allergenauswahl erschweren. Das Hauptziel dieser Studie war es, den
Einfluss von CCD-spezifischen IgE Antikorpern (Anti-CCD-IgE Antikorper) auf
die Ubereinstimmung zwischen Intrakutan- und Serumallergietests fur
allergenspezifisches IgE bei atopischen Hunden zu bewerten. Darlber hinaus
wurde die Polysensibilisierung gegen Pflanzen- und Insektenallergene vor und nach
der Hemmung von Anti-CCD-IgE Antikorpern in atopischen und gesunden
Hundeseren bestimmt. Vierunddreilig Hunde wurden mit diagnostizierter
atopischer Dermatitis und zehn gesunde Hunde in die Studie eingeschlossen. Bei
atopischen Hunden wurde ein Intrakutantest durchgefuihrt, und Serumproben von
allergischen und gesunden Hunden wurden auf allergenspezifisches IgE vor und
nach der Hemmung nachweisbarer Anti-CCD-IgE Antikdrper analysiert. Anti-
CCD-IgE Antikorper wurden bei keinem der gesunden Hunde nachgewiesen, und
es wurde auch keine Polysensibilisierung gegen Pflanzen- und Insektenallergene
festgestellt. Die Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen des Intrakutan- und
des Serumallergietests bei den atopischen Hunden mit Anti-CCD-IgE Antikdrpern
verbesserte sich nach der Blockierung der Anti-CCD-IgE Antikorper von gering
auf maRig. Daruber hinaus verringerte die Blockierung die Polysensibilisierungen
gegen Pflanzenallergene deutlich, nicht aber gegen Insektenallergene.
Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Hemmung von Anti-CCD-IgE
Antikorpern fir die Verbesserung der Spezifitdt von Serumallergietests auf
allergenspezifisches IgE in Bezug auf Intrakutantests bei atopischen Hunden von

Bedeutung zu sein scheint.
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Langzeitanwendung von Lokivetmab bei Hunden mit atopischer Dermatitis

Lokivetmab ist ein caninisierter monoklonaler Antikdrper gegen Interleukin-31
(IL-31), der sich als wirksame Therapie bei Hunden mit atopischer Dermatitis (AD)
erwiesen hat. Das Ziel dieser Studie war es die Wirksamkeit und Sicherheit von
Lokivetmab unter Langzeitanwendung bei Hunden mit AD unter Feldbedingungen
zu untersuchen, wobei die Langzeitanwendung als mindestens drei
aufeinanderfolgende Lokivetmab-Injektionen definiert wurde. Zusétzlich sollte
uberprift werden, ob bestimmte Faktoren wie die Art der AD (lebensmittel- oder
umweltbedingt), das Alter bei der erstmaligen Verabreichung von Lokivetmab, die
Chronizitat der Erkrankung, die verwendete Dosierung und das VVorhandensein von
Sekundarinfektionen am Tag der ersten Injektion von Lokivetmab einen Einfluss
auf das anfangliche und/oder das langfristige Behandlungsergebnis haben. Des
Weiteren wurden alle im Verlauf der Studie beobachteten Nebenwirkungen erfasst.
Insgesamt wurden 150 Hunde mit AD in diese Studie inkludiert. Die Krankenakten
der mit Lokivetmab behandelten Hunde wurden eingesehen und falls erforderlich
wurden die Besitzer und/oder Haustierdrzte kontaktiert. Ein Rickgang in der
Juckreizskala (Pruritus Visual Analogue Scale, pVAS) um > 2 oder ein pVAS-
Score < 2 nach der Behandlung wurde als Behandlungserfolg gewertet. Lokivetmab
fuhrte bei langfristiger Anwendung zu einer signifikanten Verringerung des pVAS-
Scores (p<0,01), die Erfolgsquote unter Langzeitanwendung betrug 77 %. Die
Wahrscheinlichkeit eines Behandlungsversagens nahm mit zunehmender
Behandlungsdauer ab. Es konnte kein Einfluss der untersuchten Faktoren auf das
Behandlungsergebnis festgestellt werden. Bei zwolf Hunden (8 %) traten
Nebenwirkungen wie gastrointestinale Symptome oder Lethargie auf. Lokivetmab
scheint somit eine wirksame und sichere Langzeitbehandlung fur Hunde mit AD zu
sein. Basierend auf dieser Studie sind Nebenwirkungen maoglich, treten jedoch

selten auf und sind reversibel.
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VII. SUMMARY

Cross-reactive carbohydrate determinants in atopic and healthy dogs and

their influence on allergy test specificity

The selection of appropriate allergens for immunotherapy in atopic dogs is
frequently based on serum allergy testing. Cross-reactive carbohydrate
determinants (CCDs) are common structures in plant and insect allergens that have
been reported to cause polysensitisation, reduce the agreement between intradermal
and serum allergy tests and thereby complicate allergen selection. The main
objective of this study was to evaluate the influence of CCD-specific IgE antibodies
(anti-CCD-IgE antibodies) on the agreement between intradermal and serum
allergy tests for allergen-specific IgE in atopic dogs. In addition, polysensitisation
to plant and insect allergens was determined before and after inhibition of anti-
CCD-IgE antibodies in atopic and healthy dog sera. Thirty-four dogs diagnosed
with atopic dermatitis and ten healthy dogs were included in this study. An
intradermal test was conducted in atopic dogs, and serum samples from allergic and
healthy dogs were analysed for allergen-specific IgE before and after inhibition of
detectable anti-CCD-IgE antibodies. Anti-CCD-IgE antibodies were not found in
any of the healthy dogs, and no polysensitisation to plant and insect allergens was
detected. The agreement between intradermal and serum allergy test results in the
atopic dogs with anti-CCD-IgE antibodies improved from slight to fair after
blocking the anti-CCD-IgE antibodies. In addition, blocking clearly reduced
polysensitisation to plant allergens, but not to insect allergens. In conclusion,
inhibition of anti-CCD-IgE antibodies appears to be of importance for improving
the specificity of serum allergy tests for allergen-specific IgE in relation to

intradermal allergy tests in atopic dogs.

Long-term use of lokivetmab in dogs with atopic dermatitis

Lokivetmab is a caninised monoclonal antibody targeting interleukin-31 (IL-31)
and has demonstrated to be an effective therapy in dogs with atopic dermatitis (AD).
The objective of this study was to investigate the efficacy and safety of lokivetmab
as long-term treatment defined as receiving at least three consecutive lokivetmab

injections in dogs with AD under field conditions. In addition, the aim was to assess
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whether individual factors such as the type of AD (food- or environmentally
induced), the age at which lokivetmab was first administered, the disease
chronicity, the dosage used, and the presence of secondary infections on the day of
the initial lokivetmab injection had an impact on the initial and/or long-term
treatment outcome. Any adverse events observed throughout the study period were
recorded. A total of 150 dogs with AD were included in this study. The medical
records of the dogs treated with lokivetmab were reviewed and owners and/or
veterinarians were contacted as necessary for follow-up. A reduction of the pruritus
Visual Analogue Scale (pVAS) score by > 2 or a pVAS score < 2 after treatment
were considered a treatment success. Lokivetmab resulted in a significant reduction
of the pVAS score with long-term use (p<0.01), the success rate with long-term use
was 77%. The probability of treatment failure decreased with an increasing duration
of treatment. No influence of the investigated factors on the treatment outcome
could be determined. Adverse events such as gastrointestinal symptoms or lethargy
occurred in twelve dogs (8 %). In summary, lokivetmab appears to be an effective
and safe long-term treatment for dogs with AD. According to this study, adverse

events are possible but infrequent and reversible.
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