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1  Einleitung 

Die Entdeckung des Dystrophin 1987 (Hoffman et al. 1987; Koenig et al. 1988) war ein 

Meilenstein in der Erforschung von neuromuskulären Erkrankungen und es folgten zahlrei-

che Untersuchungen, um die Pathogenese der „Dystrophinopathien“ zu verstehen. Heute, 

rund 30 Jahre später, sind wir um viele Erkenntnisse über dieses Krankheitsbild reicher, 

dennoch bleiben weiterhin viele Fragen offen. 

 

1.1      Die Muskeldystrophie Duchenne  

1.1.1   Definition, Grundlagen und Epidemiologie  

Dystrophinopathien sind x-chromosomal-rezessiv vererbte Erkrankungen, die mit einer ent-

weder gänzlich fehlenden oder fehlerhaften Produktion von Dystrophin einhergehen. Die 

wichtigsten Formen sind die Muskeldystrophie Typ Duchenne (DMD) und die Muskeldys-

trophie Typ Becker (BMD). Die DMD ist die maligne Verlaufsform mit einem fast völligen 

Verlust des Proteins Dystrophin, wohingegen es bei der benignen Form der BMD lediglich 

zu einer verminderten Bildung von Dystrophin kommt (Monaco et al. 1988). Zwischen die-

sen beiden Verlaufsformen existieren Übergangsformen, somit kann man von einem Konti-

nuum unterschiedlicher klinischer Krankheitsverläufe sprechen (Blake et al. 2002). In dieser 

Arbeit geht es um die maligne Verlaufsform und häufigste erbliche Myopathie, die DMD, 

welche mit einer Inzidenz von 1:3500 bei männlichen Neugeborenen auftritt (Emery 1991).  

 

1.1.2   Klinisches Erscheinungsbild und symptomatische Therapie  

Die Betroffenen werden im Alter von zwei bis sechs Jahren klinisch auffällig durch eine 

verzögerte motorische Entwicklung und Pseudohypertrophie der Wadenmuskulatur bei 

gleichzeitiger Schwäche der proximalen Muskulatur. Besonders charakteristisch für die 

DMD sind das Trendelenburgzeichen (Schara 2015) und das Gowers-Manöver (Blake et al. 

2002; Chang und Mubarak 2012). Die fortschreitende Muskelschwäche im Beckengürtel 

und in den Oberschenkeln verursacht einen watschelnden Zehenspitzengang, der als Tren-

delenburgzeichen bezeichnet wird. Das Gowers-Manöver beschreibt das Nutzen von Gegen-

ständen, um sich an ihnen hochzuziehen, oder das Emporklettern mit den Händen entlang 

der Beine, um sich aufzurichten (Gowers 1879). Neben der muskulären Funktion von 
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Dystrophin spielt es jedoch auch eine funktionelle Rolle im Gehirn. Bei bis zu 30 % der 

DMD-Patienten wird eine nicht fortschreitende kognitive Beeinträchtigung beschrieben 

(Bresolin et al. 1994). Die DMD verläuft chronisch progredient, sodass es bei den Betroffe-

nen um das zwölfte Lebensjahr zu Gehunfähigkeit und Kontrakturen kommt (Blake et al. 

2002). Zudem gibt es charakteristischerweise eine progressive Herzbeteiligung. Bereits in 

frühen Krankheitsstadien sind Wandveränderungen im linken Herzen zu beobachten, ohne 

dass es zu einer Einschränkung der Ejektionsfraktion (EF) kommt (Giglio et al. 2003). Am 

Ende der dritten Lebensdekade hat dann die Mehrheit der Patienten eine klinisch manifeste 

dilatative Kardiomyopathie (DCM) entwickelt. Die sich entwickelnde Herzinsuffizienz ist 

ein häufiger lebenslimitierender Faktor der Erkrankung (Moriuchi et al. 1993). Eine DCM 

ist durch vergrößerte Herzhöhlen, eine systolische Dysfunktion und eine folglich reduzierte 

Auswurfleistung, die zu einer progredienten Herzinsuffizienz führt, charakterisiert. Als 

Komplikationen können Herzrhythmusstörungen, Thromboembolien und Herzklappenin-

suffizienzen (v. a. Mitral- und Trikuspidalklappeninsuffizienz) auftreten (Maron et al. 2006). 

Autopsien der Herzen und MRT-Untersuchungen von Betroffenen haben gezeigt, dass es zu 

einer Hypertrophie der Kardiomyozyten, sowie Fibrose und Atrophie kommt (Mavrogeni et 

al. 2015). Unabhängig von der Ätiologie erfolgt die Therapie der DCM bei der DMD nach 

den allgemeinen Leitlinien der Kardiologie für DCM. In klinischen Studien wurde gezeigt, 

dass durch die medikamentöse Therapie mit ACE-Hemmern, Angiotensin-II-Rezeptor-Sub-

typ-1- und Aldosteronantagonisten, Glukokortikosteroiden (GS) und b-Blockern der Pro-

gress der Herzinsuffizienz von DMD-Patienten verlangsamt, aber nicht aufgehalten, werden 

kann (McNally et al. 2015; Raman et al. 2015). In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, 

dass auch weibliche Mutationsträger häufig eine klinisch manifeste DCM entwickeln 

(Politano et al. 1996; Hoogerwaard et al. 1999). Des Weiteren kann es zu pulmonalen Kom-

plikationen wie einer Pneumonie oder respiratorischen Insuffizienz kommen (Simonds 

2002), die sich einerseits auf die Schwäche der Atemmuskulatur, aber auch auf die sich ent-

wickelnde seitliche Verkrümmung der Wirbelsäule (Skoliose) zurückführen lassen. Die for-

cierte Vitalkapazität sinkt im Sinne einer restriktiven Lungenfunktionsstörung proportional 

mit der Zunahme der Skoliose (Kinali et al. 2006). Patienten mit einer DMD versterben 

unbehandelt häufig bis zum Ende des zweiten Lebensjahrzehnts, wobei die Mehrheit der 

Patienten am Versagen der Atemmuskulatur und nicht dem akuten Herzversagen verstirbt 

(Nigro et al. 1990). Es hat sich jedoch gezeigt, dass durch eine adäquate symptomatische 

Behandlung die Lebenserwartung verlängert wird (Bushby et al. 2010). Als symptomatische 

Therapie wird der Einsatz von GS empfohlen (Bushby et al. 2010). Durch die Behandlung 
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mit GS kommt es zu einem verlangsamten Muskelschwund, einer Verzögerung der Roll-

stuhlpflichtigkeit und der respiratorischen Beteiligung (Biggar et al. 2006; Hoffman et al. 

2012; Manzur et al. 2008).  

 

In den vergangenen Jahren wurde intensiv an kurativen Therapiemöglichkeiten gearbeitet, 

und in einer 2014 veröffentlichten Phase-2b-Studie wurde eine erfolgreiche Therapie von 

DMD-Patienten mit einer Nonsense-Mutation mit Ataluren (PTC124) beschrieben (Bushby 

et al. 2014), welches seit Ende 2014 in der Europäischen Union zur Behandlung der DMD 

zugelassen ist. Dieses Medikament setzt als erstes zugelassenes Medikament am genetischen 

Defekt an, indem es ein ribosomales read through des Stoppcodon bewirkt. In den USA ist 

seit 2016 Eteplirsen zugelassen. Dieses Medikament bewirkt, dass das Exon 51 in der prä-

Messenger-Ribonukleinsäure (mRNA) beim Spleißen entfernt wird (exon-skipping). 

Dadurch ist das Exon 51 in der mRNA nicht mehr enthalten und wird nicht translatiert. Es 

entsteht ein verkleinertes, jedoch in großen Teilen funktionsfähiges Dystrophin (Lim et al. 

2017). Zudem wurde in den USA Ende 2019 Golodirsen zugelassen. Golodirsen ist eine 

antisense-Nukleotid welches exon 53 skipping induziert und zu einer Produktion von ver-

kürztem Dystrophinprotein führt. In einer Phase I/II Studie und einer aktuell noch laufenden 

Phase III Studie konnte ein statistisch signifikanter Anstieg der Dystrophinproduktion in mit 

Golodirsen behandelten DMD-Patienten beobachtet werden (Heo 2020). 

 

Jedoch findet sich nur bei 13 % der DMD-Patienten eine Nonsense-Mutation, bei 14 % eine 

Mutation im Exon 51 und bei 8 % der Patienten eine Mutation im Exon 53, sodass nur ein 

geringer Anteil der Patienten für eine Therapie mit Ataluren, Eteplirsen oder Golodirsen in 

Frage kommt und der größte Teil der DMD-Patienten weiterhin nur rein symptomatisch the-

rapiert werden kann. 

 

1.1.3   Ätiologie und Pathogenese der DMD 

Das Dystrophin-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 21 lokalisiert und mit einer 

Größe von ~ zwei Megabasen das größte Gen des menschlichen Genoms (Koenig et al. 1987; 

Monaco et al. 1992; Hoffman und Dressman 2001). Etwa ein Drittel aller DMD-Fälle ent-

stehen durch eine Neumutation. Die Größe des Genoms wird auch als ursächlich für die hohe 



	

	 4 

Zahl an Neumutationen angesehen (Emery 1980). Bei rund 60–80 % handelt es sich dabei 

um eine Deletion, bei 10–30 % um eine Punktmutation oder Insertion und in 7–11 % der 

Fälle um eine Duplikation (Schara 2015). Führt die Mutation zu einer Deletion des ersten 

Exons oder einer Verschiebung des Leserasters (out of frame), so wird kein funktionsfähiges 

Dystrophin mehr gebildet, und der Betroffene erkrankt an einer DMD. Falls es jedoch zu 

keiner Verschiebung des Leserasters kommt (in frame), so wird der Betroffene vermindert 

oder gering verändertes Dystrophin bilden und an einer BMD erkranken (Monaco et al. 

1988).  

 

Im Muskel ist Dystrophin unterhalb des Sarkolemm lokalisiert und verankert das Zytoskelett 

mit dem Sarkolemm. Dystrophin setzt sich aus vier Domänen zusammen. Einer N-termina-

len Domäne die an F-Aktin bindet (Ervasti und Campbell 1993). Zweitens einer Stabregion, 

welche sich aus einer 26-fachen Wiederholung einer Folge von 100 Aminosäuren zusam-

mensetzt und eine Verbindung zu Aktin und der neuronalen Nitritoxid-Synthase bildet. Drit-

tens einer cysteinreichen Region, welche an b-Dystroglycan bindet und als vierte Domäne 

ein C-terminales Ende, welches eine Verbindung zu a-, b- und g-Syntrophinen herstellt 

(Schara 2015). Durch die cysteinreiche Region und das C-terminale Ende bildet sich der 

dystrophinassoziierte Glykoproteinkomplex (DGK), der als Verbindung zur extrazellulären 

Matrix (EZM) und zur Plasmamembran fungiert (Rybakova et al. 2000; Ervasti 2007).  

 

Bei DMD-Patienten zeigt sich in histopathologischen Untersuchungen der Muskulatur ein 

Nebeneinander von normalen, nekrotischen und sich regenerierenden Muskelfasern (Heyck 

und Laudahn 1969; Schröder 1995). Normale, ungeschädigte Muskelfasern haben einen pe-

ripheren Zellkern, ein intaktes Sarkolemm und unfragmentiertes Sarkoplasma (Müller und 

Zierz 2014). In der dystrophindefizienten Muskulatur kommt es zu einem Untergang von 

Muskelfasern, an den sich ein Regenerationsprozess anschließt, sodass ein Degenerations-

Regenerations-Zyklus entsteht (Ozawa 2006). Eine wichtige Rolle in der Regeneration spie-

len die in der ausgereiften Muskulatur persistierenden myoblastischen Stammzellen. Diese 

sogenannten Satellitenzellen sind zwischen Sarkolemm und Basallamina lokalisiert (Heyck 

und Laudahn 1969). Die Satellitenzellen der erwachsenen Muskulatur nehmen nicht an mi-

totischen Prozessen teil, d. h. sie befinden sich in der G0-Phase des Zellzyklus (Schultz et 

al. 1978). Unter bestimmten Bedingungen werden die Satellitenzellen aber wieder aktiviert 

und kehren in den Zellzyklus zurück (Snow 1977; Appell et al. 1988). Eine segmentale 
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Nekrose der Muskulatur führt zur Einwanderung von Makrophagen, die Zelltrümmer pha-

gozytieren und Zytokine freisetzen, die daraufhin Satellitenzellen aktivieren (Cantini et al. 

1994; Tidball 2005). Die Satellitenzellen proliferieren und fusionieren mit erhalten geblie-

benen Faserfragmenten. Dort wo Fasern komplett untergegangen sind, werden von Satelli-

tenzellen Myotuben gebildet, die sich miteinander vereinigen, sodass neue Muskelfasern mit 

unterschiedlicher Muskelfaserstärke und einem zentralen Zellkern entstehen (Schmalbruch 

1976). Aufgrund der begrenzten Zahl an Satellitenzellen besitzt die Muskulatur nur ein ge-

wisses Regenerationspotenzial, sodass im Verlauf die untergegangenen Muskelfasern nicht 

mehr durch neue Muskelfasern, sondern komplett durch Binde- oder Fettgewebe ersetzt wer-

den (Schröder 2013). 

 

Die Pathomechanismen, die bei diesen Umbauprozessen ablaufen, sind im Unterschied zu 

deren Ätiologie noch nicht zufriedenstellend geklärt. Im folgenden Abschnitt wird auf die 

unterschiedlichen in der Literatur beschriebenen Pathomechanismen eingegangen.  

 

Durch den Dystrophinmangel kommt es zu einem Abbau der DGK-Proteine und es entsteht 

ein Ungleichgewicht zwischen den Anteilen des Dystrophinkomplexes (Gumerson und 

Michele 2011). Das Ausmaß der Muskelfaserschädigung bei der DMD korreliert mit der 

Höhe der mechanischen Beanspruchung, was folglich den Schluss zulässt, dass Dystrophin 

primär ein Strukturprotein ist, welches die Zellmembran vor mechanischem Stress schützt 

(Petrof et al. 1993). Bei jeder Kontraktion entstehen parallel und radial wirkende Kräfte 

(Cecchi et al. 1990) und durch die Verankerungen der Myofilamente über den DGK im Sar-

kolemm übertragen sich die Spannungen auf die Muskelzellmembranen. Im dystrophindefi-

zienten Muskel kann der DGK diese Funktion entsprechend nicht ausführen. Utrophin, ein 

dem Dystrophin ähnliches Protein, wird im dystrophindefizienten Muskel verstärkt expri-

miert (Hirst et al. 2005). Dieses Protein ist im gesunden Muskel v. a. an der motorischen 

Endplatte lokalisiert. Bei der DMD ist es jedoch auch vermehrt unterhalb des Sarkolemms, 

der physiologischen Position des Dystrophins, zu finden (Blake et al. 1996). Es wird ange-

nommen, dass es sich dabei um eine Art Kompensationsmechanismus handelt, um im dys-

trophindefizienten Muskel mechanische Kräfte besser auf das Sarkolemm zu übertragen. 

Außerdem ist in dystrophindefizienten Muskeln die intrazelluläre Konzentration von Kal-

zium-Ionen erhöht (Bodensteiner und Engel 1978; Turner et al. 1988; Mallouk et al. 2000). 

Die Kalziumkonzentration ist von Bedeutung für viele Funktionen des Muskels (Berchtold 

et al. 2000). Zahlreiche Studienergebnisse deuten darauf hin, dass in den Muskeln bei DMD 



	

	 6 

die Regelkreisläufe des Kalziumhaushalts gestört sind und ein erhöhter intrazellulärer Kal-

ziumspiegel zu den degenerativen Prozessen in den dystrophindefizienten Muskeln beiträgt 

(Turner et al. 1988; Whitehead et al. 2006). Als mögliche Ursache für den erhöhten Kalzi-

umeinstrom charakterisierte man eine höhere Aktivität des stretch-activated channels 

(SACs) (Yeung et al. 2005; Matsumura et al. 2011) und des TRPV2, eines Kanals der Va-

nilloid-Familie, in dystrophindefizienten Muskeln (Iwata et al. 2009; Zanou et al. 2009; 

Harisseh et al. 2013). Es wird vermutet, dass die Kalziumionen von den Mitochondrien auf-

genommen werden. In diesen kommt es dann zur verstärkten Produktion von reaktiven Sau-

erstoff-Produkten (engl.: reactive oxidative species, ROS), die durch Lipidperoxidation die 

Zellmembranen weiter schwächen (Brookes et al. 2004). Zudem kommt es zur Aktivierung 

kalziumabhängiger Proteasen, sogenannter Calpaine, welche in der Lage sind, eine Vielzahl 

von membranalen und zytoskeletalen Muskelproteinen abzubauen, und so zu einer Verstär-

kung des muskulären Schadens führen (Shanmuga Sundaram et al. 2006; Whitehead et al. 

2006). Studien haben eine erhöhte Aktivität dieser Enzyme im x-linked muscular dystro-

phy(mdx)-Mausmodell gegenüber Wildtyp-Tieren gezeigt (Tidball und Spencer 2000). Au-

ßerdem konnten durch die Gabe eines Calpaininhibitors die Muskelnekrosen in mdx-Mäusen 

signifikant reduziert werden (Spencer und Mellgren 2002). Als dritter relevanter Pathome-

chanismus fördert die Infiltration von Immunzellen die Pathologie der DMD. Es kommt zu 

einer Vermehrung des Haupthistokompatibilitätskomplexes Klasse 1, es wird NfκB akti-

viert, die Inflammation mit Makrophagen und T-Zellen gesteigert, Neutrophile wandern ein 

und die Zytokin- und Chemokinfreisetzung (IFN-γ und TNF-α) erhöht (McDouall 1989; 

1990; Porter et al. 2002; Acharyya et al. 2007). In diesem inflammatorischen Prozess sind 

Makrophagen und CD4-positive T-Zellen die dominierenden inflammatorischen Zellen. Da-

bei ist jedoch zu beachten, dass es unter den Makrophagen zwei Subpopulationen mit ge-

gensätzlicher Funktion gibt, die proinflammatorischen Makrophagen vom Typ M1 und die 

Regeneration induzierenden Makrophagen vom Typ M2. In der Muskulatur von mdx-Mäu-

sen, dem international etablierten Mausmodell der DMD, sind beide Makrophagensubpopu-

lationen gefunden worden (Villalta et al. 2009). Dabei fand man in der Phase der Muskel-

nekrose in der Muskulatur von mdx-Mäusen hauptsächlich Makrophagen vom M1-Typ, de-

ren Aufgabe in der Phagozytose von Zelltrümmern liegt (Villalta et al. 2009). Während der 

sich anschließenden Muskelregeneration hingegen konnte eine Dominanz der Makrophagen 

vom M2-Typ nachgewiesen werden. Dieser Subtyp fördert die Reparatur von Muskelmemb-

ranen sowie das Wachstum und die Regeneration von Muskelfasern (Tidball und Wehling-

Henricks 2007). Wehling et al. (2001) haben in Studien gezeigt, dass es nach 
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Makrophagendepletion zu einer deutlichen Reduktion der histopathologischen Veränderun-

gen in der frühen Krankheitsphase kommt. Auch nach einer Depletion von CD4-positiven 

T-Lymphozyten konnten verringerte histopathologische Veränderungen nachgewiesen wer-

den (Spencer und Tidball 2001). 

 

 

Abbildung 1: Dystrophinassoziierter Glykoproteinkomplex. Dystrophin als wichtiger Link zwischen Zyto-
skelett und EZM (aus: Fairclough et al. 2013. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des 
SpringerNature-Verlages). 
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1.2      Das Tiermodell der DMD: Mdx-Maus 

1984 wurde zufällig die der DMD analoge Mutation in einem C57BL/10ScSN-Stamm als 

eine Spontanmutation entdeckt (Bulfield et al. 1984). Jedoch zeigt sich im Tiermodell kein 

analog zur DMD von Geburt an progredienter, sondern ein biphasischer pathologischer und 

klinischer Krankheitsverlauf, der erst in der zweiten Krankheitsphase chronisch progredient 

verläuft. Direkt nach der Geburt zeigen sich in den Skelettmuskeln der mdx-Mäuse keine 

histologischen Veränderungen. Im Alter von drei bis vier Wochen kommt es zum akuten 

Beginn der Erkrankung (McGreevy et al. 2015) und bis einschließlich der achten Lebens-

woche findet ein Zyklus von De- und Regeneration statt. In Untersuchungen der Muskulatur 

in dieser Krankheitsphase zeigen sich vermehrt Muskelfasern mit zentralisierten Zellkernen 

sowie eine erhöhte intrazelluläre Kalzium- und extrazelluläre Kreatinkinase (CK)-Konzent-

ration. Es folgt eine Stabilisierung, welcher sich ein weitestgehend kontinuierlicher Verlauf 

bis zum einschließlich zwölften Lebensmonat anschließt. Nach dem ersten Lebensjahr 

kommt es zu einem erneuten Anstieg der muskulären Schädigung sowie einer deutlichen 

Zunahme des fibrotischen Ersatzes in den Muskeln (McGeachie et al. 1993). Das Dia-

phragma zeigt als einziger Muskel, auch bei der mdx-Maus, über den gesamten Krankheits-

verlauf progrediente Veränderungen, sodass die Pathologie des Diaphragmas der mdx-

Mäuse den Veränderungen der Muskulatur bei der DMD am nächsten kommt. Es gilt als 

Modellmuskel des Tiermodells, der den Verlauf der DMD am besten darstellt (Stedman et 

al. 1991; Dupont-Versteegden und McCarter 1992; Lynch et al. 1997). Mdx-Mäuse haben 

eine reduzierte Lebenserwartung im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen (Pastoret und Sebille 

1995; Chamberlain et al. 2007). Aufgrund der deutlichen histopathologischen Veränderun-

gen in Herz und Diaphragma wird davon ausgegangen, dass respiratorische und kardiale 

Insuffizienz, analog zur DMD, die häufigsten Todesursachen sind (Chamberlain et al. 2007). 

Das mdx-Mausmodell ist das am häufigsten verwendete Tiermodell für die DMD, was auch 

auf die über 30-jährige Erfahrung mit diesem Mausmodell zurückzuführen ist. Wenn die 

physiologischen Unterschiede des mdx-Mausmodells sorgfältig beachtet werden, ist es ein 

unersetzliches Werkzeug der Erforschung von Pathogenese und Therapie der DMD. Eine 

genaue Erklärung für den geringer ausgeprägten Phänotyp beim Mausmodell wurde bis zum 

heutigen Zeitpunkt noch nicht gefunden. Eine mögliche Erklärung beruht auf der sogenann-

ten Square-Cube-Regel, die erstmalig von Galileo 1638 beschrieben wurde (Allen 2014). 

Dieser Regel entsprechend kommt es beim Menschen im Vergleich zur Maus zu einem un-

günstigeren Verhältnis von Körpervolumen zu Muskelfläche, was zu einer vermehrten 
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mechanischen und statischen muskulären Beanspruchung führt und dementsprechend einen 

höheren muskulären Schaden zur Folge hat. Zudem hat die Bewegungseinschränkung auf-

grund der Käfighaltung eine geringere Belastung der Muskulatur der Mäuse zur Folge. Es 

kommt bei den Mäusen mit ihrer vierbeinigen Körperhaltung zu einer günstigeren Vertei-

lung des Körpergewichtes (KG) auf die Muskulatur verglichen mit dem aufrechten Gang 

des Menschen (Partridge 2013). Um die einwirkende Kraft auf den Muskel zu verteilen, 

finden sich beim Menschen verdickte Sehnen und Septen innerhalb der Muskulatur, die in 

der Mausmuskulatur nicht zu finden sind. Ein weiterer Unterschied zwischen Mensch und 

Maus besteht in der Zusammensetzung der Muskulatur hinsichtlich ihrer Muskelfasertypen 

(Harrison et al. 2011). Die Fasertypen werden unterteilt nach der Expression der vorherr-

schenden Myosin-Heavy-Chain(MHC)-Isoform. Dabei unterscheidet man die sich schnell 

kontrahierenden Typ-II-Fasern, zu denen MHC-IIa, -b und -x gehören, von den sich langsam 

kontrahierenden Fasern, den MHC-I-Fasern. Adenosintriphosphat wird in den Typ-IIa- und 

I-Fasern hauptsächlich oxidativ und in den Typ-IIb- und IIx-Fasern glykolytisch produziert 

(Smerdu et al. 1994). MHC-IIb ist der vorherrschende Fasertyp in der Skelettmuskulatur von 

Ratten und Mäusen (Harrison et al. 2011). In der Muskulatur eines untrainierten Menschen 

wiederum dominieren die MHC-I Fasern (Pette 1999). Jedoch ist die Skelettmuskulatur in 

der Lage, sich an Stress und Trainingsanforderungen anzupassen, sodass das Verteilungs-

muster zwischen den Individuen insgesamt variiert (Pette und Staron 1997). 

 

1.3      Klinische und paraklinische Verlaufsparameter 

1.3.1   Klinische Verlaufsparameter 

Zur Beurteilung des klinischen Verlaufs haben wir ein Laufradsystem verwendet, sowie wö-

chentliche Gewichts- und Griffkraftmessungen und in regelmäßigen Abständen Echokardi-

ografien durchgeführt. Das Laufradsystem hat sich als eine Methode zur klinischen Ver-

laufsbeobachtung etabliert. Mit diesem System können die krankheitsbedingten Beeinträch-

tigungen der muskulären Funktion und die Auswirkungen einer spezifischen Behandlung 

auf die physikalische Aktivität untersucht werden. Es hat sich gezeigt, dass mdx-Mäuse eine 

deutlich herabgesetzte Laufleistung im Vergleich zu Kontrollmäusen haben (Dupont-

Versteegden et al. 1994; Weller et al. 2012). An der Universitätsmedizin Göttingen wurde 

das Laufradsystem bereits in verschiedensten Studien genutzt, sodass eine weitreichende 

Erfahrung mit diesem System besteht (Liebetanz und Merkler 2006; Liebetanz et al. 2007). 
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Unsere Arbeitsgruppe hat das System bereits zweimal in Studien mit dem mdx-Mausmodell 

verwendet (Weller et al. 2012; Zschüntzsch et al. 2016). Durch das vollcomputerisierte Sys-

tem können unabhängig vom Untersucher über 24 Stunden (h) präzise Laufdistanz, Laufzeit, 

Laufgeschwindigkeit, Anzahl der täglichen Läufe sowie die Laufdauer evaluiert werden. In 

den bisherigen Studien anderer Arbeitsgruppen beim mdx-Mausmodell wurden Laufradsys-

teme genutzt, die nur einzelne Parameter, wie z. B. die Distanz, aufzeichneten (Call et al. 

2008; Selsby et al. 2013). Zudem hat dieses Experiment erstmals die langfristige Laufradnut-

zung über einen Zeitraum von 18 Monaten (Mo.) untersucht. In murinen Studien zu Myo-

pathien ist die Griffkraftmessung der Vorderläufe der am häufigsten verwendete In-vivo-

Test. Mit dieser Untersuchung können die Beeinträchtigung der Gliedmaßen, der Effekt des 

kontinuierlichen Trainings und die Wirkung von Therapien evaluiert werden (Granchelli et 

al. 2000; De Luca et al. 2003).  

 

Auch bei den mdx-Mäusen kommt es analog zu den DMD-Patienten zur Entwicklung einer 

DCM. Jedoch werden klinisch relevante kardiale Veränderungen erst bei älteren Tieren be-

schrieben. Die Studienlage ist hinsichtlich des Beginns der kardialen Manifestation unein-

heitlich. Bereits im präklinischen Stadium lassen sich in der Magnetresonanztomografie 

Veränderungen der links- und rechtsventrikulären Wand und deren Motilität nachweisen (Li 

et al. 2009; Stuckey et al. 2012). Durch diese Veränderungen kommt es aber noch nicht zu 

einer relevanten Auswirkung auf die kardiale Kontraktilität und damit Auswurfleistung 

(Stuckey et al. 2012; Wagner et al. 2012). Echokardiografisch zeigen sich nach rund neun 

bis zehn Monaten moderat veränderte Werte für linksventrikuläre Parameter (Quinlan et al. 

2004; Spurney et al. 2008), aber klinisch relevante Veränderungen zeigen sich nicht vor dem 

15. Lebensmonat (Bostick et al. 2008;2009; Bish et al. 2011). Mit dem Alter kommt es zu 

einer beschleunigten Verschlechterung der kardialen Funktion (Quinlan et al. 2004). Die 

Veränderungen im linken Herzen, die zur DCM führen, lassen sich auf eine moderate Fib-

rose und Nekrose der Myozyten, fokale Degeneration sowie Inflammation zurückführen 

(Quinlan et al. 2004; Spurney et al. 2008). Das Netzwerk Treat-NMD (Translational Rese-

arch in Europe for the Assessment and Treatment of Neuromuscular Disease), welches ein 

internationaler Zusammenschluss zur Erforschung neuromuskulärer Erkrankungen ist, emp-

fiehlt in seinen Angaben zum standardisierten Vorgehen (engl.: standard operating proce-

dures, SOPs) die Echokardiografie, um in präklinischen Studien Medikamentenwirkungen 

auf die kardiale Funktion von mdx-Mäusen zu untersuchen. Dementsprechend wurden in 

dieser Studie, ebenfalls in regelmäßigen Abständen, transthorakale Echokardiografien 
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durchgeführt, um den Einfluss einer Therapie auf die Herzfunktion zu beurteilen. Mit dieser 

routinemäßig angewendeten Untersuchungsmethode können nichtinvasiv Morphologie, 

Motilität und Funktion des Herzens beurteilt werden. Dabei wurde die Funktion des linken 

Herzens untersucht und linksventrikuläre Parameter ermittelt. Zu den erhobenen Parametern 

zählen die EF und die zirkumferenzielle Flächen-Verkürzungsfraktion (engl.: fractional 

area shortening/change, FAS). Diese Parameter werden routinemäßig im klinischen Alltag 

bei Patienten (Ashwath et al. 2014; Jo et al. 2016), aber auch bei Mausmodellen (Au et al. 

2011; Bish et al. 2011; Fayssoil et al. 2013), erhoben. 

 

1.3.2   Paraklinische Verlaufsparameter 

Die CK im Serum, Expression von Mediatoren auf mRNA-Ebene, der Index zentralisierter 

Zellkerne (CNI), die Kaliberschwankungen der Muskelfasern sowie die Anzahl der Makro-

phagen und T-Zellen im Skelett- und Herzmuskel wurden in dieser Studie als paraklinische 

Parameter erhoben. Das Enzym CK ist ein typischer serologischer Aktivitätsmarker für dys-

trophe Erkrankungen. Durch den Untergang der Muskulatur und die erhöhte Membran-

durchlässigkeit bei der DMD und der mdx-Maus kommt es zu einer massiven Freisetzung 

der CK, sodass die Serumkonzentration dieses Enzyms deutlich erhöht ist. Damit ist die CK 

ein guter Parameter, um den muskulären Schaden zwischen Gruppen zu vergleichen 

(Coulton et al. 1988; Zatz et al. 1991). 

 

Im Immunsystem wird die Kommunikation zwischen dem Gewebe – im Fall der DMD der 

Muskulatur – und den dort wirkenden inflammatorischen Zellen durch membranständige 

Proteine und lösliche Signalstoffe vermittelt. Diese Signalstoffe werden auch als Mediatoren 

bezeichnet. Eine Hochregulation der Expression von Mediatoren hat demnach auch eine Er-

höhung der Anzahl inflammatorischer Zellen zur Folge. Dementsprechend werden moleku-

lare Therapieeffekte auch durch eine veränderte Expression von Entzündungsmediatoren auf 

mRNA-Ebene widergespiegelt. In dieser Studie haben wir die Expression von transforming 

growth factor β (TGF-β), secreted phosphoprotein 1 (SPP1) und monocyte chemoattractant 

protein 1 (MCP1) im Diaphragma, M. gastrocnemius, M. tibialis anterior und M. quadriceps 

femoris bestimmt. Diese Mediatoren wurden bereits in zahlreichen Studien mit dem  

mdx-Mausmodell analysiert. TGF-β ist ein pleiotropes Zytokin mit inflammatorischen und 

antiinflammatorischen Effekten. Durch die Inflammation kommt es im dystrophen 
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Skelettmuskel zu einer lokalen Freisetzung von TGF-β, was zu einer Aktivierung der EZM 

und folglich einer Proliferation des Bindegewebes führt. TGF-β wirkt sich jedoch auch ne-

gativ auf die Muskelregeneration aus, indem es Satellitenzellen inhibiert und die Fusion der 

Muskelfasern verhindert (De Paepe und De Bleecker 2013). Es hat sich gezeigt, dass eine 

Inhibition der TGF-β-Aktivität sowohl die Kraft der Vorderläufe, als auch die des Diaphrag-

mas, der interkostalen Muskulatur und damit die respiratorische Funktion verbessert (Nelson 

et al. 2011). SPP1, auch Osteopontin genannt, wurde als phosphoryliertes Glykoprotein im 

Jahre 1986 in Osteoblasten entdeckt (Oldberg et al. 1986), jedoch später auch aus anderen 

Geweben wie Knochenmarkzellen, Makrophagen, der glatten Muskulatur und der Haut iso-

liert. Osteopontin ist ein multifunktionales Molekül, das auch zu Degeneration der EZM, 

Inflammation im Muskel sowie De- und Regeneration im Muskel führt. Dystrophindefizi-

ente Muskeln, sowohl beim Menschen als auch in der mdx-Maus, zeigen erhöhte SPP1-

Konzentrationen. In Studien, die versucht haben, eine Art dystrophiespezifischen molekula-

ren Fingerabdruck zu erstellen, wurden Desoxyribonukleinsäure(DNA)-Microarray-Analy-

sen an verschiedenen mdx-Muskeln durchgeführt. Hier fand sich SPP1 unter den am stärks-

ten überexprimierten Genen in der Beinmuskulatur und im Zwerchfell (Porter et al. 2003). 

Entzündliche Muskelerkrankungen zeigen jedoch kein auffälliges SPP1-Level, was dafür 

spricht, dass eine SPP1-Erhöhung eher mit einem Muskelumbau verbunden ist (Marhaug et 

al. 2008). In Studien wurde beschrieben, dass sich in der mdx-Maus ein erniedrigtes Level 

von SPP1 positiv auf den Phänotyp und die Kraft bei jungen mdx-Mäusen auswirkt (Vetrone 

et al. 2009; Capote et al. 2016). Im Widerspruch dazu steht aber, dass DMD-Patienten mit 

dem selteneren Genotyp, dem sogenannten less common G allele of the osteopontin promo-

ter polymorphism, bei dem es zu einer verminderten Bildung von SPP1-mRNA kommt, eine 

frühere Rollstuhlpflichtigkeit und eine ausgeprägtere Muskelschwäche gegenüber Patienten 

mit dem häufigeren Genotyp haben, bei dem mehr SPP1-mRNA gebildet wird (Nadarajah 

et al. 2011; Pegoraro et al. 2011). MCP1, auch CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL2) genannt, ist 

ein Ligand des cc chemokine receptor type 2. Dieses Chemokin bedingt einerseits die 

Chemotaxis von Immunzellen zum Ort der Entzündung (Lu et al. 1998). Jedoch scheint 

MCP1 andererseits auch essentiell für eine adäquate inflammatorische Antwort bei der Re-

paratur von akuten Muskelschädigungen zu sein. Es wird sowohl von Satellitenzellen als 

auch von inflammatorischen Zellen sezerniert. MCP1 aktiviert die Einwanderung von Mak-

rophagen. Es hat sich gezeigt, dass CCL2-defiziente Mäuse weniger Muskelinflammation, 

Phagozytose sowie eine beeinträchtigte und verlangsamte Regeneration der Muskulatur auf-

weisen (Warren et al. 2004 ; 2005; Lu et al. 2011).  
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Die Zahl der Muskelfasern mit einem zentralisierten Kern und die Variabilität der Faserka-

liber ist ein Parameter für das Ausmaß von De- und Regeneration in der Muskulatur (Briguet 

et al. 2004). Wenn eine Therapie zu einer signifikanten Reduktion der Nekrose führt, so 

spiegelt sich dies in einer reduzierten Anzahl von Muskelfasern mit zentralisiertem Zellkern 

wider. Auch bei der mdx-Maus kommt es zu einer Infiltration mit Immunzellen. Diese be-

ginnt analog zu den histopathologischen Veränderungen in der zweiten bis vierten Woche 

und ist hauptsächlich von Makrophagen und T-Zellen geprägt (Spencer et al. 2001; Wehling 

et al. 2001). Nach einem initialen Gipfel kommt es nach 8 (Makrophagen) bzw. 14 (T-Zel-

len) Wochen zu einer Reduktion dieser und anderer inflammatorischer Zellen im Muskel. 

Wie bereits erwähnt, kommt es in den Herzen der mdx-Mäuse ebenfalls zur Inflammation 

(Bridges 1986). Zudem findet ein fibrotischer Umbau des Herzmuskels statt, der vermutlich 

durch die Inflammation im Herzmuskel bedingt wird.  

 

1.4    Humane Immunglobuline als Immunmodulatoren im mdx-Mausmodell 

Die aktuell empfohlene symptomatische Therapie mit GS bei der DMD ist hinsichtlich ihres 

Nutzen-Risiko-Profils nicht unumstritten. Aus diesem Grund haben wir uns in dieser Studie 

für die intraperitoneale (i. p.) Therapie mit hochdosierten humanen Immunglobulinen (Ig) 

als immunmodulierendes Medikament entschieden. Intravenöse (i. v.) und subkutan (s. c.) 

applizierte Ig werden heute bei vielen neurologischen Erkrankungen eingesetzt (Feasby et 

al. 2007). Zudem haben Ig eine gute Verträglichkeit bei Kindern gezeigt, was in Bezug auf 

die sich im Kindesalter manifestierende DMD von Bedeutung ist (Singhi et al. 1999; Oates-

Whitehead et al. 2003). 

 

Ig, auch Antikörper genannt, werden als Teil des adaptiven Immunsystems von B-Zellen 

produziert und können über variable Domänen Antigene binden. Es existieren fünf Isotypen: 

IgA, IgD, IgM, IgE und IgG, wobei IgG weiter in die Subklassen IgG1 bis IgG4 unterteilt 

werden. IgG haben mit 80 % den größten Anteil unter den Ig im menschlichen Körper (Roitt 

1988), dienen der Opsonierung und Neutralisierung von Bakterien, Viren und Toxinen und 

aktivieren das Komplementsystem (Murphy 2012). Das adaptive Immunsystem beinhaltet 

ca. 1011 unterschiedliche Antikörper. Diese Antikörpervielfalt ist auf Neukombination von 

Erbmaterial, auch als somatische Rekombination bezeichnet, in somatischen Zellen während 

der Reifung der B-Zellen im Knochenmark zurückzuführen. Bei Antigenkontakt entstehen 
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Antikörper, die gegen die verschiedenen Epitope des Antigens gerichtet sind. Demnach sind 

unterschiedliche B-Zellklone an der Immunantwort beteiligt, und das Blutserum enthält ent-

sprechend polyklonale Antikörper (Murphy 2012).  

 

Ig werden aus Blutplasma oder durch Plasmapherese gewonnen. Anschließend werden die 

Ig-Präparate in einem mehrstufigen Verfahren hergestellt. Die heute meist intravenös verab-

reichten Präparate, demnach auch als IVIG (für: intravenöse Immunglobuline) bezeichnet, 

werden von ca. 1000 Patienten gepoolt und auf unterschiedliche Weisen aufgereinigt. Die 

Präparate bestehen meist nur aus IgG, manche beinhalten aber zu einem geringen Anteil 

auch IgA und IgM. Dabei unterscheiden sich die Präparate je nach Hersteller in den verwen-

deten Stabilisatoren. Verabreicht werden Sie nach den Richtlinien der European Medicines 

Agency (EMA 2018). Ig werden in den letzten Jahren auch vermehrt s. c. appliziert, da ein 

immunmodulierender Effekt auch bei dieser Darreichungsform nachgewiesen werden 

konnte (Harbo et al. 2009;2010; Misbah et al. 2009). 1981 wurden IVIG erstmals erfolgreich 

zur Therapie der autoimmunen idiopathischen thrombozytopenischen Purpura eingesetzt 

(Imbach et al. 1981). Heute sind IVIG die in der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für 

Neurologie (DGN) empfohlene Therapie beim Guillain-Barré-Syndrom (auch akute in-

flammatorische demyelinisierende Polyneuropathie genannt, AIDP), der multifokalen mo-

torischen Neuropathie (MMN) und der chronischen inflammatorischen demyelinisierenden 

Polyneuropathie (CIDP) (DGN 2018). Es wird beispielsweise empfohlen, initial zur Thera-

pie der CIDP eine Gesamtdosis von 2 g/kg KG über zwei bis vier Tage verteilt zu verabrei-

chen, eine Dosis die sich in Studien als geeignet erwiesen hat (Hughes et al. 2008; Eftimov 

et al. 2013). Danach wird eine Erhaltungsdosis zwischen 0,4 und 1,2 g/kg KG verabreicht 

(Yoon et al. 2011). Da die Wirkung von IVIG nur kurz anhält, muss die Behandlung in 

regelmäßigen Abständen wiederholt werden. Eine Erhaltungsdosis wird alle zwei bis sechs 

Wochen appliziert, wobei das jeweilige Intervall individuell bestimmt und im Verlauf über-

prüft werden muss (Yoon et al. 2011).  

 

Ig werden eine Vielzahl von immunmodulierenden Effekten zugeschrieben. Die entzün-

dungshemmende Wirkung der IVIG wird nach der aktuellen Studienlage durch die sialyla-

tion des N-linked glycan des IgG-Fc-Fragments bedingt (Kaneko et al. 2006; Quast et al. 

2015). IgG wirken hemmend auf das Komplementsystem (Frank et al. 1992; Brannagan et 

al. 1996; Dalakas 2004) und die Formation des Membranangriffskomplexes (Dalakas 2004), 

wirken am FC-Rezeptor von Makrophagen (Samuelsson et al. 2001; Dalakas 2004) und  
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B-Zellen (Kondo et al. 1994) und reduzieren das Zytokinlevel von z. B. TNF-α und IL-1 

(Sharief et al. 1999; Dalakas 2004). Im Weiteren wird die Migration von Zellen durch die 

Modulation von Adhäsionszellen (Xu et al. 1998; Vassilev et al. 1999) reguliert und T- und 

B-Zellen bei einer IVIG-Gabe beeinflusst. Auf T-Zellen wirken die IVIG-Präparate z. B. 

durch die enthaltenen Anti-CD4-Antikörper, die an die CD4-positiven T-Zellen binden 

(Hurez et al. 1994), zudem führen sie zu einer Expansion der regulatorischen T-Zellen 

(Kaufman et al. 2015) und einer Reduktion der autoreaktiven T-Zellen (Klehmet et al. 2015). 

Die Differenzierung von B-Zellen (Stohl und Elliot 1996) wird beeinflusst, die antiidioty-

pische Bindung von Autoantikörpern (Rossi et al. 1988) induziert, die Antikörperproduktion 

reduziert (Kondo et al. 1994) und Apoptose von B-Zellen eingeleitet. Es wird vermutet, dass 

die Wirkweise der IVIG auch je nach Erkrankung unterschiedlich ist. So wird z. B. in meh-

reren Studien beschrieben, dass bei der MMN die IVIG gezielt die anti-GM1-IgM-vermit-

telte Komplementaktivierung blockieren (Piepers et al. 2010; Yuki et al. 2011).  

 

 

Abbildung 2: Vermutete Wirkung von IVIG in DMD. IVIG wirken hemmend auf pro-inflammatorische 
Zytokine und Chemokine wie TNF-a, SPP1 oder TGF-b, modulieren T-Zellen, Zytokine und FC-Rezeptoren 
(aus: Zschüntzsch et al. 2016. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des John Wiley and 
Sons-Verlages). 
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Allgemein gelten Ig als ein nebenwirkungsarmes und sicheres Therapeutikum. Dennoch gibt 

es einige leichte, aber auch schwerwiegende Nebenwirkungen (NW), die auftreten können. 

Zu den leichten NW zählen Allgemeinreaktionen wie Kopfschmerzen, Fieber, Müdigkeit 

oder Übelkeit. Zu den potentiell schwerwiegenden NW gehören beispielsweise eine anaphy-

laktische Reaktion, thromboembolische Ereignisse, Hämolyse oder akutes Nierenversagen 

(Stangel et al. 2003; Wittstock et al. 2003). Klinische Studien beschreiben Kopfschmerzen 

als die häufigste auftretende symptomatische NW. Die Prävalenz von Kopfschmerzen 

schwankt jedoch je nach Studie zwischen 7 % (Wittstock et al. 2003) und 30 % (Stangel et 

al. 2003). Nur selten kommt es zu schwerwiegenden NW bei einer Therapie mit IVIG. Zu-

dem sind die gravierenden NW häufig mit einem entsprechenden Risikoprofil assoziiert. So 

wird in der Literatur berichtet, dass es bei Patienten mit Risikofaktoren wie Immobilität, 

Thrombophilie, einer tiefen Beinvenenthrombose oder Thromboembolie in der Vorge-

schichte in 1–3 % der Fälle zum Auftreten eines thromboembolischen Ereignis unter der 

Therapie mit IVIG kam (Brannagan et al. 1996; Stangel et al. 2003; Wittstock et al. 2003; 

Dalakas 2004). Eine anaphylaktische Reaktion wurde vorzugsweise bei Patienten mit einem 

selektiven IgA-Mangel beobachtet (Eijkhout et al. 2003) und als Risikofaktoren für ein aku-

tes Nierenversagen werden eine vorbestehende Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus oder 

Volumenmangel angesehen (Tan et al. 1993; Ahsan et al. 1994). 

 

1.5      Ziel dieser Arbeit 

Es wurde bereits erfolgreich eine Behandlung mit humanem IgG im mdx-Mausmodell über 

einen Zeitraum von drei Monaten durchgeführt. Die mit IgG behandelten mdx-Mäuse zeig-

ten eine stabilere Aktivität im Laufrad, und ihre Ausdauer in der Ex-vivo-Muskelkontrakti-

onskraftmessung war erhöht. Weiter ist es zu einer reduzierten Inflammation und weniger 

myopathischen Veränderungen in der Muskulatur gekommen (Zschüntzsch et al. 2016). Die 

vorliegende Arbeit hat das Ziel, eine langfristige Therapie mit IgG über 18 Monate zu un-

tersuchen. Es wurde der Einfluss der Therapie auf diverse klinische und paraklinische Ver-

laufsparameter, die eine Wirksamkeit der Therapie widerspiegeln, untersucht. Zu den unter-

suchten klinischen Parametern zählen Laufradaktivität, Ex-vivo-Muskelkontraktionskraft 

und Griffkraftmessung. Als paraklinische Verlaufsparameter wurden die CK-Konzentration 

im Serum, mRNA-Expression von relevanten Mediatoren, Zahl der CD4-positiven T-Zellen 

und Makrophagen sowie histopathologische Veränderungen untersucht.  
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2   Material und Methoden 

Die in dieser Studie gewählten Methoden entsprechen den von Treat-NMD empfohlenen 

SOPs für präklinische Studien im mdx-Mausmodell (Grounds et al. 2008; Grounds 2014; 

Grange 2015; Spurney 2015; Nagaraju und Gordish 2017; De Luca 2019 a; b). 

 

2.1      Tiere 

Die Experimente wurden von der dafür zuständigen Veterinärbehörde genehmigt, und bei 

der Durchführung wurden die Bestimmungen der Bezirksregierung Braunschweig (Nieder-

sachsen, Deutschland) eingehalten. Die verwendeten Tiere stammen aus der hauseigenen 

Zucht der Tierexperimentellen Einrichtung der Georg-August-Universität Göttingen. Die 

zur Zucht verwendeten mdx-Mäuse (C57BL/10ScSn-mdx/J) wurden uns freundlicherweise 

von Ralf Herrmann (Universität Essen, Deutschland) gestellt. Bei diesen Tieren waren die 

männlichen Mäuse für das mdx-Gen heterozygot und die weiblichen Mäuse homozygot. Die 

Tiere haben handelsübliches Nagerfutter sowie Trinkwasser ad libitum erhalten.  

 

2.2      Versuchsablauf 

Die mdx-Mäuse wurden in drei gleich große Gruppen mit jeweils 19 Tieren eingeteilt, wobei 

Männchen und Weibchen gleichmäßig auf die Versuchsgruppen verteilt wurden. Im Alter 

von drei bzw. sechs Wochen kamen die Tiere jeweils einzeln in einen Käfig mit einem für 

die Maus jederzeit zugänglichen Laufrad. Ein Computerprogramm zeichnete durchgängig 

über den gesamten Untersuchungszeitraum die Laufradaktivität auf. Einmal pro Woche 

wurde das aktuelle Gewicht der Tiere bestimmt und eine Griffkraftmessung durchgeführt. 

Nach drei Monaten wurden bei einigen Tieren jeder Behandlungsgruppe erstmalig Echokar-

diografien durchgeführt. Zur Verlaufskontrolle der kardialen Funktion erfolgten dann im 

Abstand von jeweils drei bis vier Monaten weitere Echokardiografien. Die Tiere einer 

Gruppe erhielten alle vier Wochen eine i. p.-Injektion mit 2 g/kg KG IgG, Natriumchlorid 

(NaCl) oder Mausserum (MS). Im initialen Studienaufbau gab es Kontrollgruppen mit Al-

bumin- oder NaCl-Behandlung. Jedoch starben die meisten der Tiere in der Gruppe mit Al-

bumintherapie nach der vierten Injektion. Danach wurde eine zusätzliche Kontrollgruppe 

mit einer MS-Behandlung begonnen. Die mit MS behandelten mdx-Mäuse befanden sich 
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nach rund zwölf Monaten in einem sehr schlechten Allgemeinzustand, sodass ein vorzeitiges 

Versuchsende notwendig wurde. Nach 12 bzw. 18 Monaten wurden die Tiere – zur Durch-

führung des Ex-vivo-Muskelkontraktionstestes – zur Kooperationsgruppe von Prof. Brink-

meier an die Universität Greifswald gesendet. Dort wurden die Tiere durch eine letale Koh-

lenstoffdioxid-Dosis getötet und daraufhin präpariert. Die präparierten Proben der Muskeln 

wurden im Anschluss zurück nach Göttingen gesendet. Tiere, die bereits während des lau-

fenden Experiments verstorben waren, wurden auf dieselbe Weise in Göttingen präpariert. 

Zusätzlich wurde post mortem über eine intrakardiale Kanüle Blut entnommen und zur Ge-

winnung von Serum zentrifugiert. 

 

2.3      Therapieschema 

Die medikamentöse Therapie wurde nach erfolgreicher Entwöhnungsphase am 22. Tag, ei-

nen Tag nach Beginn der Laufradnutzung, begonnen. Den Tieren wurde i. p. 2 g/kg KG 

humanes IgG (Sandoglobin Liquid, CSL Behring, Marburg, Deutschland) injiziert. Als Kon-

trollsubstanzen wurden i. p. 0,9 % NaCl und MS ebenfalls mit einer Dosis 2 g/kg KG appli-

ziert. Anschließend wurde im vierwöchigen Rhythmus eine i. p.-Injektion mit der jeweiligen 

Substanz durchgeführt. 

 

2.4       Laufrad und Tierhaltung 

Die Tiere wurden jeweils in einem Einzelkäfig mit einem frei zugänglichen Laufrad (Durch-

messer 38 cm) gehalten. Die Software Matlab (The MathWorks, Natick, MA, USA) zeich-

nete durchgängig die Laufradaktivität der einzelnen Tiere auf (Tab. 1) (Kutschenko et al. 

2011; Weller et al. 2012; Zschüntzsch et al. 2016). Im Raum betrug die Temperatur konstant 

24 °C, die Luftfeuchtigkeit war bei ca. 45 %. Das Licht war auf einen zwölfstündigen Hell-

Dunkel-Rhythmus – mit einer Lichtphase im Zeitraum von 7.00–19.00 Uhr – eingestellt. Die 

Besuchszeiten wurden auf 90 Minuten zu Beginn und Ende dieser Lichtphase beschränkt, 

um den Schlaf-Wach-Rhythmus der Tiere möglichst gering zu beeinflussen.  



	

	 19 

Tabelle 1: Laufradparameter. 

Parameter Kurzform Definition Einheit 

Maximalgeschwindigkeit Vmax 
Maximale Laufgeschwindigkeit 
pro Tag 
 

M 

Anzahl der Läufe (#) Nlauf Anzahl der Läufe pro Tag # 

Gesamtzeit Tges Kumulative Laufzeit pro Tag Min 

Quotient Gesamtzeit/Anzahl 
der Läufe Tges/Nlauf 

Durchschnittliche Dauer eines Lau-
fes pro Tag 

min/# 

Distanz Dist Kumulative Laufdistanz pro Tag M 

Kumulative Gesamtdistanz Distcum Kumulative Gesamtdistanz im  
Untersuchungszeitraum 

M 

2.5       Messung der Griffkraft 

Mittels eines Griffkraftmessers (engl.: grip strength meter) (TSE-Systems, Bad Homburg, 

Deutschland) wurde die individuelle Griffkraft jeder Maus einmal wöchentlich bestimmt. 

Bei dieser Messung hält sich die Maus mit den Vorderläufen an einer Strebe, und der Unter-

sucher hält währenddessen die Maus am Schwanz. Die kontinuierliche Darstellung auf einer 

digitalen Anzeige erlaubt das Ablesen, wobei pro Messung von jedem Tier drei Werte ge-

messen und deren Mittelwert berechnet wurde. 

 

2.6       Transthorakale Echokardiografie 

Für die Echokardiografie wurden die Mäuse mit Isofluran narkotisiert und unter laufender 

Kontrolle der Herzfrequenz mit dem Vevo-1000-System (FUJIFILM VisualSonics, 

Toronto, Kanada) eine Untersuchung des Herzens durchgeführt. Dabei kommt es bekann-

terweise auch durch die Narkose zu einer Beeinflussung der Herzfunktion, v. a. ein kardio-

depressiver Effekt von Narkotika ist vorbeschrieben (Hart et al. 2001; Peña und Wolska 

2005). Studien haben gezeigt, dass die Werte, die wir in dieser Studie erheben wollen, unter 

Verwendung von Isofluran am besten reproduzierbar sind (Roth et al. 2002). Die Untersu-

chungen und Auswertungen wurden jeweils von derselben Person durchgeführt, um unter-

sucherabhängige Unterschiede zu vermeiden. Dabei wurden jeweils insgesamt 18 Parameter 

erhoben. In der parasternalen kurzen Achse des B- und M-Mode wurden Vorder- und Hin-

terwanddicke sowie der Durchmesser des linken Ventrikels in Systole (s) und Diastole (d) 
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bestimmt. Es wurden zusätzlich im B-Mode die Endokard- und Epikardfläche und in langer 

Achse die Länge der Strecke von Aortenklappe bis Endokard gemessen. Aus den erhobenen 

Werten konnten FAS und EF bestimmt werden. Die FAS wird mit folgender Formel: FAS 

= ((Area d - Area s) / Area d) × 100) und die EF mit: EF = ((Vol d - Vol s) / Vol d × 100)), 

berechnet. 

 

2.7      Aufarbeitung der Gewebeschnitte  

Den Tieren wurden jeweils der rechte oder linke M. tibialis anterior, M. gastrocnemius, M. 

quadriceps femoris, das Diaphragma und das Herz entnommen. Die Muskeln wurden durch 

scharfe Schnitte in zwei Muskelsektionen geteilt. Ein Fragment wurde in ein Eppendorfge-

fäß (1,3 ml) überführt, bei -80 °C eingefroren und bis zur späteren RNA-Extraktion gelagert. 

Das zweite Fragment wurde auf ein Korkplättchen gelegt, mit Tissue-Tek (Sakura, Nieder-

lande) überschichtet und in n-Methylbutan (C. Roth, Karlsruhe, Deutschland), mittels 

- 159,9 °C gekühlt flüssigem Stickstoff, eingefroren. Bis zur Herstellung der histologischen 

Schnitte wurden die Proben bei -80 °C gelagert. 

 

2.8      Histologie 

Von den Muskelproben wurden mit einem Kryomikrotom (Leica CM3050 S, Leica Mikro-

systeme, Wetzlar, Deutschland) Querschnitte mit einer Dicke von 10 μm angefertigt, auf 

Adhäsions-Objektträger (LabSolute, Th. Geyer Gruppe, Renningen, Deutschland) aufge-

bracht und anschließend bei -80 °C gelagert. Später wurden die Schnitte unterschiedlich ge-

färbt. Zum einen wurde nach standardisierten Methoden eine Hämatoxylin-Eosin(HE)-Fär-

bung (Mayers Hämalaunlösung, Merck, Darmstadt, Deutschland; Eosin G, Merck, Darm-

stadt, Deutschland) angefertigt. Zum anderen wurden für immunhistochemische Färbung der 

Makrophagen und T-Zellen die Schnitte über Nacht mit den primären Antikörpern MAC3 

(clone mCA 497, AbD Serotec, Düsseldorf, Deutschland) und anti-humanem CD3 (clone 

KT 3, AbD Serotec, Düsseldorf, Deutschland) inkubiert. Am folgenden Tag wurden die 

Schnitte mit dem zweiten Antikörper anti-rat Immunoglobulin G Biotin (BA-4001, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) für eine Stunde bei Raumtemperatur und im Anschluss 

eine weitere Stunde mit Extravidin-Peroxidase (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in-

kubiert. Um die Aktivität der Peroxidase zu zeigen, wurde mit 3,3'-Diaminobenzidin 
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(Merck, Darmstadt, Deutschland) inkubiert, welches in Gegenwart von Peroxidase ein un-

lösliches braunes Endprodukt bildet. Dann wurden alle Schnitte für 120 Sekunden mit Hä-

matoxylin gegengefärbt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %, 99 %) dehy-

driert, in Xylol fixiert und mit Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckelt. Zur 

Darstellung der Fibrose des Herzens wurden Schnitte nach der Methode Elastika-van-Gie-

son-Färbung gefärbt. Dazu wurden die Schnitte zuerst in einer absteigenden Alkoholreihe 

(99 %, 96 %, 80 %) dehydriert und mit Resorcin-Fuchs-Lösung (C. Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) für 15 Minuten inkubiert. Nach Spülung mit Leitungs- und destilliertem Was-

ser wurden die Schnitte mit Van-Gieson-Pikrofuchsin-Lösung (C. Roth, Karlsruhe, Deutsch-

land) für drei Minuten gefärbt. Zuletzt mit 70 % und 96 % Ethanol kurz gewaschen. Dann 

zweimal mit 100 % Ethanol gewaschen und zuletzt mit Xylol fixiert. 

 

2.9       Auswertung der Gewebeschnitte  

Die Schnitte wurden nach der Färbung und Trocknung mit einem aufrechten Mikroskop 

(BX51, Olympus, Hamburg, Deutschland) betrachtet und einer digitalen Mikroskopkamera 

(Color View, Soft Imaging Systems, Olympus, Hamburg, Deutschland) in zehnfacher Ver-

größerung fotografiert. Mit der Software Analysis B-1045 (Olympus, Hamburg, Deutsch-

land) wurden manuell die zentralisierten Zellkerne und peripheren Kerne von ca. 200–500 

Fasern pro untersuchtem Querschnitt gezählt, sowie der Faserdurchmesser der Zellen be-

stimmt. In gleicher Weise wurden in einer 40-fachen Vergrößerung zehn Aufnahmen der 

immunhistochemischen Färbungen der Makrophagen und T-Zellen manuell gezählt. Die ge-

samte Mikroskopie erfolgte verblindet. 

 

2.10      Kreatinkinase 

Die Bestimmung der CK-Konzentration im Serum der mdx-Mäuse wurde nach Beendigung 

der Behandlung in der Abteilung für Klinische Chemie der Universitätsmedizin Göttingen 

durchgeführt. 
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2.11      RNA-Extraktion und cDNA-Synthese 

Zu Beginn wurden die Muskelanteile in speziellen Säulen mit enthaltenen Keramikkügel-

chen überführt und mit 900 μl Trizol überschichtet. Durch ein zyklisches Verfahren – mit 

dreimaliger Homogenisation für 45 Sekunden und jeweils 15 Sekunden Pause zwischen den 

Zyklen – wurde eine Suspension hergestellt. Für die Extraktion der Ribonukleinsäure (RNA) 

wurde das Qiagen-Rneasy-Kit (Qiagen Hamburg GmbH, Hamburg, Deutschland) gemäß 

Herstellerangaben verwendet. Die extrahierte RNA wurde bei -80 °C gelagert. Um die Kon-

zentration der RNA zu bestimmen, wurde ein Nanodrop-Spektralphonometer (NanoDrop 

2000, NanoDrop Products, Wilmigton, USA) genutzt. Die gewonnene RNA wurde darauf-

hin zu complementary DNA (cDNA) mit dem SuperScripTMI-Kit (Life Technologies 

GmbH, Darmstadt, Deutschland) synthetisiert. Als Startpunkt der Reaktion für die RNA-

abhängige DNA-Polymerase diente Oligo-dT-Nukleotid (10–15 Desoxythymitidin), außer-

dem wurde über dNTP-Mix und Reverse Transkriptase der cDNA-Strang vervollständigt. 

Es folgte eine Reaktion in der doppelständige cDNA gebildet wird. Die synthetisierte cDNA 

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

2.12      Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion  

Mit einer real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wird die Expression expliziter 

Gene analysiert. Die nötigen Oligonukleotid-Primer und ein Universal-qPCR-Master-Mix 

wurden von der Firma Applied Biosystem bezogen und nach den Angaben des Herstellers 

verwendet. Für die PCR enthielt jeder Ansatz insgesamt 20 μl mit jeweils 1 μl cDNA. Die 

Amplifikation wurde mit dem RT-PCR-System ABI (Applied Biosystem, Darmstadt, 

Deutschland) durchgeführt. In dem System kam ein Zeit-Temperatur-Programm zur Anwen-

dung mit zunächst holding stage über 2 Minuten bei 50 °C, dann 10 Minuten bei 95 °C und 

anschließendem cycling stage mit 15 Sekunden bei 95 °C und 60 Sekunden bei 60 °C. Gly-

zerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wird üblicherweise von allen Muskel-

zellen der Mäuse exprimiert und wird demnach als sogenanntes Housekeeping-Gen verwen-

det. Dieses Gen wurde zur Kontrolle ebenfalls amplifiziert, um Ergebnisverfälschungen 

z. B. durch Qualitäts- oder Mengenunterschiede der verwendeten cDNA zu detektieren. Die 

Ergebnisse für die Gene wurden auf die entsprechenden Ergebnisse der GAPDH-Messung 

bezogen und die Expression der jeweilige mRNA mit der ΔCT-Methode berechnet. 
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2.13      Statistik 

Die erhobenen Daten wurden mittels one-way Anova (nach der engl. Bezeichnung one-way 

analysis of variance) zum Vergleich mehrerer Gruppen, bzw. t-Tests für den Vergleich von 

zwei Gruppen, in GaphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc.) statistisch ausgewertet. Zur 

Analyse von Ausreißern wurde der Grubbs-Test (QuickCal, GraphPad Software, Inc.) ver-

wendet. Das Signifikanzniveau wurde durchgehend bei p < 0,5 festgelegt. Weiterhin wurde 

in Zusammenarbeit mit Dr. Dörthe Malzahn (Genetische Epidemiologie, Universitätsmedi-

zin Göttingen) eine lineare Regressionsanalyse mit random subject intercept der Ergebnisse 

aus der Laufrad-, Gewichts- und Griffkraftmessung durchgeführt. Der random subject inter-

cept kompensiert die Tatsache, dass die Tiere bei Experimenteintritt leicht im Alter variieren 

und deshalb je nach Behandlungsgruppe bereits eine höhere oder niedrigere Leistungsfähig-

keit hatten. Zudem werden durch den intercept Unterschiede zwischen Männchen und Weib-

chen adjustiert. Von der Auswertung der Laufraddaten wurden aus der IgG-Gruppe zwei 

Tiere, aus der NaCl-Gruppe ein Tier und aus der MS-Gruppe fünf Tiere wegen ungültiger 

Messreihen ausgeschlossen. Bei der Regressionsanalyse der Daten aus Körpergewicht- und 

Griffkraftmessung wurde aus der IgG- und NaCl-Gruppe jeweils ein Tier als ungültig ge-

wertet.  

 

2.14      Verträglichkeit von Albumin und MS  

In der Studie von Zschüntzsch et al. (2016) wurde eine Albumintherapie in der Kontroll-

gruppe über einen Zeitraum von drei Monaten durchgeführt, und die dreimalige Injektion 

wurde von den Tieren gut vertragen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit verstarben die 

meisten Tiere nach der vierten Injektion. Ein Tier verstarb nach dem achten Behandlungs-

monat und zwei weitere Tiere lebten 18 Monate. Um die Ursache des Todes nach vier Mo-

naten zu klären wurde die Obduktion eines betroffenen Tieres durchgeführt. Dabei zeigte 

sich als zentraler Befund ein sich vorrangig im Septum des Herzmuskels befindliches Infilt-

rat pleomorpher Zellen mit hoher Mitoserate und Nekrose, verdächtig auf einen malignen 

mesenchymalen Tumor, z. B. Rhabdomyosarkom. Der weitere Befund war unauffällig. Als 

Ersatz für die Albumintherapie wurde eine MS-Therapiegruppe eingeführt. Jedoch zeigte 

diese Gruppe nach einem anfangs unauffälligen Verlauf im letzten Monat des ersten Lebens-

jahres einen sich rapide verschlechternden Allgemeinzustand, sodass ein frühzeitiges Stu-

dienende dieser Gruppe notwendig war. Eine genaue Ursache für diesen Leistungsabfall 
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konnte nicht eruiert werden. Die Obduktion eines MS-Tieres ergab eine chronische intersti-

tielle und glomeruläre Nephritis mit begleitender Glomerulosklerose und Rindenatrophie. 

Ansonsten zeigte sich ein unauffälliger organischer Befund, abgesehen von den erwarteten 

Veränderungen in der Muskulatur.  
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3  Ergebnisse 

3.1       Ergebnisse der klinischen Parameter  

3.1.1   Einfluss der 18-monatigen Behandlung mit humanem IgG auf die frei- 

willige Laufradaktivität von mdx-Mäusen 

Ab der dritten Lebenswoche wurden die mdx-Mäuse in Einzelkäfigen mit frei zugänglichem 

Laufrad gehalten und durch ein vollcomputerisiertes System konnte die Laufradaktivität der 

Tiere registriert und die Parameter tägliche Maximalgeschwindigkeit (Vmax), Anzahl der täg-

lichen Läufe (Nlauf), Laufzeit pro Tag (Tges), Distanz pro Tag (Dist) und mittlere kumulative 

Gesamtdistanz (Distcum) ermittelt werden (siehe Tab. 1). In der initialen Phase zeigte sich 

während der dritten bis fünften Lebenswoche in allen Behandlungsgruppen eine kontinuier-

liche Steigerung in der Nutzung des Laufrades, die der Gewichtszunahme und wachsenden 

Muskelkraft zugeschrieben werden kann. Mit der siebten Lebenswoche begann eine Pla-

teauphase, die bis einschließlich der elften Woche andauerte und bereits in anderen Studien 

beobachtet wurde (Weller et al. 2012; Zschüntzsch et al. 2016). Anschließend folgte ein 

linearer Abfall der Laufradaktivität in allen untersuchten Gruppen. Um den Abfall zwischen 

den Gruppen zu vergleichen, wurde eine lineare Regressionsanalyse ab dem Tag 65 im Lauf-

rad, in der zwölften Lebenswoche, durchgeführt. Für den Vergleich der mittleren kumulati-

ven Gesamtdistanz wurde ein One-way-Anova-Test zum Vergleich dreier Gruppen und zum 

Vergleich von zwei Gruppen der t-Test durchgeführt. 

 

Die Vmax pro Tag gilt als Parameter für die absolute Leistungsfähigkeit. Die Regressions-

analyse zeigte, dass mit IgG behandelte Tiere im Langzeitverlauf eine statistisch signifikant 

höhere absolute Leistungsfähigkeit pro Tag im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen haben. 

In der IgG-Gruppe betrug die Vmax in der zwölften Woche im Mittel 1,03 +/- 0,07 m/s und 

fiel im Verlauf um täglich 0,0009 m/s ab. Die Vmax der NaCl-Gruppe war in der zwölften 

Woche zwar mit 1,04 +/- 0,09 m/s pro Tag etwas höher im Vergleich zur IgG-Gruppe, fiel 

dann aber um 0,0011 m/s pro Tag ab, sodass die mit IgG behandelten mdx-Mäuse in dem 

Zeitraum ab der zwölften Woche einen im Vergleich zur NaCl-Gruppe statistisch signifi-

kanten verlangsamten Abfall der täglichen Vmax (p = 2,1·10-74) aufwiesen. In der zwölften 

Woche war die tägliche Vmax in der MS-Gruppe mit 1,04 +/- 0,11 m/s ebenfalls höher als in 

der IgG-Gruppe, sank dann aber im Langzeitverlauf täglich sogar um 0,0021 m/s, sodass die 

mdx-Mäuse der IgG-Gruppe ebenfalls gegenüber der MS-Gruppe einen statistisch 
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signifikant langsameren Abfall im Langzeitverlauf zeigten (p = 4,4∙10-303) (Tab. 2, 

Abb. 3 a). Auch für Nlauf zeigten sich Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. Die 

Regressionsanalyse zeigte für die IgG-Gruppe eine signifikant höhere Nlauf pro Tag vergli-

chen mit den Kontrollgruppen. In der zwölften Woche unternahmen die mit IgG behandelten 

mdx-Mäuse durchschnittlich 281 +/- 173 Läufe pro Tag, dann fiel Nlauf in dieser Gruppe im 

Langzeitverlauf um 0,23 pro Tag ab. Die Nlauf der NaCl-Gruppe betrug in der zwölften Wo-

che 224 +/- 88 Läufe pro Tag, war damit bereits niedriger als Nlauf der IgG-Gruppe zu die-

sem Zeitpunkt, und fiel dann täglich um 0,4 Läufe ab, sodass Nlauf in diesem Zeitraum in der 

IgG-Gruppe gegenüber der NaCl-Gruppe statistisch signifikant verlangsamt abfiel 

(p =9,4∙10 14). Mdx-Mäuse der MS-Gruppe liefen in der zwölften Woche mit durchschnitt-

lich 211 +/- 90 Läufen pro Tag bereits weniger im Vergleich zu den mdx-Mäusen der IgG-

Gruppe, zudem sank im Langzeitverlauf Nlauf in der MS-Gruppe mit 0,51 pro Tag stärker 

ab. Verglichen zur MS-Gruppe ist der Abfall von Nlauf in der IgG-Gruppe (p = 6,9∙10-9) sta-

tistisch signifikant verlangsamt (Tab. 2, Abb. 3 b). Eine Behandlung mit IgG hat auch zu 

einer signifikant höheren zeitlichen Nutzung des Laufrades pro Tag geführt. Mit IgG behan-

delte mdx-Mäuse liefen in der zwölften Woche durchschnittlich 11116 +/- 3456 Sekunden 

pro Tag. Anschließend sank die Nutzung um 11,1 Sekunden täglich. In der zwölften Woche 

betrug Tges in der NaCl-Gruppe 10263 +/- 3883 Sekunden, war demnach bereits niedriger 

als die Tges der IgG-Gruppe und fiel dann um 16,9 Sekunden pro Tag. Im Vergleich zur 

NaCl-Gruppe fiel im Langzeitverlauf Tges in der IgG-Gruppe statistisch signifikant 

langsamer ab (p = 6,4∙10-23). In der zwölften Woche betrug Tges in der MS-Gruppe 

8540 +/- 3521 Sekunden täglich, war demnach bereits deutlich geringer im Vergleich zur 

IgG-Gruppe und sank in dem sich anschließenden Zeitraum um 26,2 Sekunden pro Tag. 

Gegenüber der MS-Gruppe sank Tges bei den mit IgG behandelten mdx-Mäusen statistisch 

signifikant weniger nach der zwölften Woche ab (p = 1,2∙10-40) (Tab. 2, Abb. 3 c). Die mit 

IgG behandelten mdx-Mäuse legten im Vergleich zu den Kontrollgruppen jeden Tag eine 

statistisch signifikant längere Dist zurück. Zu Beginn der Regressionsanalyse in der zwölften 

Woche betrug Dist in der IgG-Gruppe 5794 +/- 1977 m pro Tag und nahm im Langzeitver-

lauf dann um 6,1 m pro Tag ab. In der NaCl-Gruppe lag die Dist bereits in der zwölften 

Woche bei durchschnittlich 5294 +/- 2204 m pro Tag, sank dann täglich um 8,5 m pro Tag, 

sodass die Dist der IgG-Gruppe in dem untersuchten Zeitraum im Vergleich zur NaCl-

Gruppe statistisch signifikant langsamer absank (p = 3,1∙10-19). Bei einer Behandlung mit 

MS betrug Dist in der zwölften Woche im Mittel 4342 +/- 2183 m pro Tag und sank dann 

täglich um 15,6 m ab. Im Vergleich zur MS-Gruppe fiel in der IgG-Gruppe die Distanz in 
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der Zeit nach der zwölften Woche statistisch signifikant langsamer ab 

(p = 4,2∙10- 79) (Tab. 2, Abb. 3 d). Aufgrund des vorzeitigen Endes der MS-Tiere nach der 

50. Lebenswoche verglichen wir die mittlere kumulative Gesamtdistanz zwischen allen 

Gruppen nach 50 Wochen und zusätzlich die zwischen der IgG- und NaCl-Gruppe nach 70 

Wochen. Mit IgG behandelte mdx-Mäuse liefen weitere mittlere kumulative Distanzen im 

Vergleich zu beiden Kontrollgruppen. Nach 50 Wochen war die mittlere kumulative Ge-

samtdistanz der IgG-Gruppe (DistcumIgG 50 Wochen = 844 +/- 272 km) 100 km länger im 

Vergleich zur NaCl-Gruppe (DistcumNaCl 50 Wochen = 744 +/- 278 km, p = 0,3383). Gegen-

über der MS-Gruppe (DistcumMS 50 Wochen = 519 +/- 170 km) liefen mdx-Mäuse der IgG-

Gruppe kumulativ 324 km weiter, was statistisch signifikant war (p = 0,027). Die mittlere 

kumulative Gesamtdistanz einer mdx-Maus, die mit IgG behandelt worden war, lag nach 70 

Wochen bei durchschnittlich 977 +/- 353 km. Eine mdx-Maus der NaCl-Gruppe war in der-

selben Zeit 217 km weniger gelaufen (DistcumNaCl 70 Wochen = 760 +/- 297 km). Sodass die 

mdx-Mäuse der IgG-Gruppe eine längere mittlere kumulative Distcum gelaufen sind, was 

jedoch nicht statistisch signifikant war (p = 0,1331) (Tab. 3, Abb. 3 e). 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mdx-Mäuse mit IgG-Therapie eine signifikant hö-

here tägliche Maximalgeschwindigkeit, Anzahl täglicher Läufe, tägliche Nutzungsdauer, 

Laufdistanz/Tag und eine insgesamt höhere kumulative Laufdistanz gegenüber den Kontrol-

len aufwiesen. 
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Tabelle 2: Lineare Regressionsanalysen für Vmax, Nlauf, Tges und Dist im Langzeitverlauf. 

Zeitraum Parameter 
 
Behandlung 
 

n Abfall pro 
Tag 

P-Wert Regressionsanalyse 
(IgG vs. Kontrolle) 

> 

12. 

Woche 

Vmax 

IgG 17 0,0009 m/s  

NaCl 18 0,0011 m/s IgG vs. NaCl p = 2,1·10-74 

MS 14 0,0021 m/s IgG vs. MS p = 4,4∙10-303 

Nlauf 

IgG 17 0,23  
NaCl 18 0,4 IgG vs. NaCl p = 9,4∙10-14 

MS 14 0,51 IgG vs. MS p = 6,9∙10-9 

Tges 

IgG 17 11,1 s  
NaCl 18 16,9 s IgG vs. NaCl p = 6,4∙10-23 

MS 14 26,2 s IgG vs. MS p = 1,2∙10-40 

Dist 

IgG 17 6,1 m  
NaCl 18 8,5 m IgG vs. NaCl p = 3,1∙10-19 

MS 14 15,6 m IgG vs. MS p = 4,2∙10-79 

 

Tabelle 3: Vergleich der mittleren Distcum aller Gruppen nach 50 Wochen bzw. der NaCl- und IgG-
Gruppe nach 70 Wochen. 

 
 
 
 

  

Zeitraum Parameter 
 
Behandlung 
 

N P-Wert (IgG vs. Kontrolle) 

nach der 
50. 
Woche 

Distcum 

IgG 17  

NaCl 18 IgG vs. NaCl p = 0,3383 

MS 14 IgG vs. MS p = 0,027 

nach der 
70. 
Woche 

Distcum 
IgG 17   

NaCl 18 IgG vs. NaCl p = 0,1331 
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Abbildung 3: Laufradnutzung. Mdx-Mäuse, die mit IgG (n = 17) behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu 
den mit NaCl (n = 18) u. MS (n = 14) behandelten Tieren einen geringeren Abfall in der Nutzung des Laufrades. 
P-Werte beziehen sich auf die Gruppenvergleiche der Regressionsanalyse ab der zwölften Woche von IgG vs. 
NaCl und IgG vs. MS. (a) Mittlere Maximalgeschwindigkeit, die pro Tag erreicht wurde. (b) Über die gesamte 
Zeit war die Anzahl der täglichen Läufe bei IgG höher. (c) Insgesamt längere tägliche Nutzungsdauer des 
Laufrades in der Gruppe mit IgG-Behandlung. (d) Pro Ta4g liefen die IgG-Tiere längere Distanzen. (e) Nach 
zwölf Monaten war die kumulative Distanz in der IgG-Gruppe höher als in der NaCl- und MS-Gruppe, was 
gegenüber der MS-Gruppe statistisch signifikant war. IgG war zudem höher gegenüber der NaCl-Gruppe nach 
der 70. Woche. Die Werte für Vmax, Nlauf, Tges, Dist u. Distcum sind als Mittelwerte mit Standardabweichung 
(SD) dargestellt. (a)–(e) Lineare Regressionsanalyse mit random subject intercept. (e) One-way Anova u. t-
Test. * < p 0,05, ** < p 0,01, *** < p 0,001.  
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3.1.2   Beeinflussung des Gewichtes und der Griffkraft von mdx-Mäusen durch 

eine langfristige Behandlung mit humanem IgG  

Das Gewicht und die Griffkraft aller Mäuse wurden einmal wöchentlich, beginnend ab der 

dritten Lebenswoche, bestimmt. Bis zur 23. Messwoche kam es in allen Gruppen zu einem 

Anstieg des Körpergewichtes. Anschließend sanken Körpergewicht und Griffkraft in allen 

untersuchten Gruppen. Um den Abfall zwischen den Gruppen zu vergleichen, wurde eine 

lineare Regressionsanalyse ab der 23. Woche durchgeführt. Es zeigten sich über den gesam-

ten Untersuchungszeitraum Gewichtsunterschiede zwischen den Geschlechtern. In der 

23. Woche waren die Weibchen aller Gruppen 5,7 g leichter als die Männchen (p = 6,7∙10- 6) 

und verloren wöchentlich 0,049 g mehr Gewicht gegenüber den männlichen mdx-Mäusen 

(p = 2,7∙10-46). Im Langzeitverlauf war das Gewicht der Männchen unter IgG- und NaCl- 

Behandlung stabil. Es zeigten sich zwischen diesen beiden Gruppen weder in der 23. Mess-

woche (p = 0,29) noch im Langzeitverlauf (p = 0,4222) Unterschiede. In der MS-Gruppe 

kam es hingegen bei beiden Geschlechtern zu einem beschleunigten Gewichtsverlust. So 

verloren die mdx-Mäuse mit einer MS-Behandlung im Langzeitverlauf 0,0362 g mehr Ge-

wicht im Vergleich zur NaCl-Gruppe (p = 1,2∙10-12). Bei den Männchen kam es zuerst zu 

einem Gewichtsabfall, sodass diese bereits in der 23. Messwoche um 2,9 g leichter als die 

männlichen mdx-Mäusen mit einer NaCl-Behandlung waren (p = 0,0319). Die Weibchen 

hatten zu diesem Zeitpunkt noch ein gegenüber der NaCl-Gruppe stabiles Gewicht 

(p = 0,0625) (siehe Abb. 4 a, b).  

 

Auch die Griffkraftmessung ergab statistisch signifikante Geschlechtsunterschiede in allen 

Gruppen, und die Weibchen waren im Mittel um 6,62 mN schwächer als die Männchen 

(p = 0,0004). Für die lineare Regressionsanalyse der Griffkraftmessung ab der 23. Lebens-

woche wandten wir, analog zu den Laufraddaten, einen random subject intercept an, um die 

o. g. Unterschiede zwischen Männchen und Weibchen zu adjustieren. Mdx-Mäuse der IgG-

Gruppe hatten im Langzeitverlauf ab der 23. Woche eine statistisch signifikant höhere Griff-

kraft. In der 23. Woche betrug die Griffkraft in der IgG-Gruppe 119 +/- 13 mN, fiel dann 

um 0,563 mN pro Woche ab. Bei einer Behandlung mit NaCl war die Griffkraft in der 

23. Woche mit 127 +/- 14 mN sogar höher als in der IgG-Gruppe, fiel im Langzeitverlauf 

aber um 0,619 mN pro Woche ab, sodass die IgG-Gruppe gegenüber der NaCl-Gruppe einen 

tendenziell verlangsamten Abfall der Griffkraft hatte, was jedoch nicht statistisch signifikant 

war (p = 0,2496). Bei einer MS-Behandlung war die Griffkraft in der 23. Woche mit 
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126 +/- 16 mN sogar höher als in der IgG-Gruppe, fiel dann im Verlauf aber um 1,17 mN 

pro Woche ab. Verglichen mit der MS-Gruppe sank die Griffkraft bei den mit IgG 

behandelten mdx-Mäusen statistisch signifikant weniger in der Zeit nach der 23. Woche ab 

(p = 5,2∙10- 16) (Abb. 4 c).  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine IgG-Therapie zu keinen signifikanten Unter-

schieden auf die Gewichtsentwicklung zwischen den Geschlechtern, jedoch zu einer besse-

ren Griffkraft gegenüber Kontrollgruppen führt. 

 

 

 

Abbildung 4: Langzeitverlauf des Körpergewichtes und der Griffkraft. (a) Körpergewicht weiblicher mdx-
Mäuse und (b) männlicher mdx-Mäuse im Verlauf des gesamten Untersuchungszeitraumes nach einer Behand-
lung mit IgG (n = 18), NaCl (n = 18) und MS (n = 19). (c) Durchschnittliche Griffkraft der Vorderläufe pro 
Woche im Langzeitverlauf. Mdx-Mäuse, die mit IgG behandelt worden waren, zeigten im Vergleich zu den 
mit NaCl und MS behandelten Tieren einen geringeren Abfall der Griffkraft im Langzeitverlauf. P-Werte be-
ziehen sich auf die Gruppenvergleiche der Regressionsanalyse ab der 23. Woche von IgG vs. NaCl und NaCl 
vs. MS. Die Griffkraft der mit IgG behandelten mdx-Mäuse sank gegenüber den MS-behandelten mdx-Mäusen 
statistisch signifikant weniger in der Zeit nach der 23. Woche (p = 5,2∙10-16). Die Werte sind als Mittelwerte 
mit Standardabweichung dargestellt. Lineare Regressionsanalyse mit random subject intercept. * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001.  
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3.1.3   Wirkung der IgG-Behandlung auf die kardiale Funktion der mdx-Mäuse  

Die initialen Echokardiografien wurden nach drei Monaten zur Erhebung von Ausgangs-

werten und erneut nach 9 und 12 in der MS-Gruppe, bzw. 9, 12, 15 und 18 Monaten in der 

NaCl- und IgG-Gruppe, durchgeführt. In Tabelle 4 ist die Anzahl der je Behandlungsgruppe 

zu jedem Untersuchungszeitpunkt durchgeführten Echokardiografien aufgeführt. Aus den 

echokardiografisch erhobenen Parametern wurden die mittlere FAS und EF berechnet. Die 

FAS ist ein Parameter zur Beurteilung der systolischen Pumpfunktion des Herzens. Mit IgG 

behandelte mdx-Mäuse hatten über den gesamten Untersuchungszeitraum eine erhöhte sys-

tolische Pumpfunktion im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen. Bereits in der ersten Mes-

sung im dritten Monat war die FAS in der mit IgG (FASIgG 3 Mo. = 39,3 +/- 4,3 %) thera-

pierten Gruppe höher als in der Gruppe die mit NaCl (FASNaCl 3 Mo. = 33,4 +/- 7,2 %) oder 

MS (FASMS 3 Mo. = 30,7 +/- 4,9 %) behandelt worden waren. Hierbei war die FAS der IgG-

Gruppe statistisch signifikant gegenüber der MS-Gruppe erhöht (p = 0,0032). Nach neun 

Monaten war die FAS in der IgG-Gruppe (FASIgG 9 Mo. = 37,87 +/- 4,9 %) leicht abgefal-

len, aber weiterhin höher als die Werte in der NaCl- und MS-Gruppe (FASNaCl 

9 Mo. = 35,7+/- 7,1 %, FASMS 9 Mo. = 35,54 +/- 4,4 %). Auch nach zwölf Monaten war die 

FAS in der IgG-Gruppe höher als in beiden Kontrollgruppen. Gegenüber den Werten nach 

neun Monaten war die FAS in der IgG- und NaCl-Gruppe (FASIgG 12 Mo. = 41,5 +/- 4,6 %, 

FASNaCl 12 Mo. = 38,3 +/- 5,1 %) angestiegen. Sie blieb in der MS-Gruppe (FASMS 12 Mo. 

= 35,75 +/- 5,5 %) konstant. Dann sank die FAS in der IgG-Gruppe, blieb aber in der NaCl-

Gruppe konstant, sodass nach 15 Monaten die Werte in der IgG- und NaCl-Gruppe (FASIgG 

15 Mo. = 37,5 +/- 4,6 %, FASNaCl 15 Mo. = 37,68 +/- 5,4 %) nahezu gleich waren. In der 

letzten Echokardiografie wiederum zeigte sich ein Anstieg der FAS in der IgG-Gruppe und 

ein Abfall bei den mit NaCl behandelten mdx-Mäusen. FAS war nach 18 Monaten in der 

IgG-Gruppe im Vergleich zur NaCl-Gruppe (FASIgG 18 Mo. = 39,42 +/- 4,5 %, FASNaCl 

18 Mo. = 33,15 +/- 3,8 %) statistisch signifikant höher (p = 0,0067) (Abb. 5 a). Als EF be-

zeichnet man den Prozentsatz des Blutvolumens im linken Ventrikel, der während einer 

Herzaktion ausgeworfen wird. Nach drei Monaten war die EF in der IgG-Gruppe (EFIgG 

3 Mo. = 45,34 +/- 4,2 %) nur geringfügig gegenüber der NaCl-Gruppe (EFNaCl 

3 Mo. = 47,33 +/- 9,1 %) reduziert. Jedoch war die EF der MS-Gruppe (EFMS 

3 Mo.= 39,51 +/- 5,7 %) deutlich niedriger im Vergleich zur IgG- und NaCl-Gruppe, was 

gegenüber der NaCl-Gruppe statistische Signifikanz erreichte (p = 0,0386). Nach neun Mo-

naten war die EF in der IgG-Gruppe (EFIgG 9 Mo. = 40,96 +/- 6,4 %) und NaCl-Gruppe 
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(EFNaCl 9 Mo. = 40,69 +/- 6,13 %) etwa gleich abgefallen, aber weiterhin höher als in der 

MS-Gruppe (EFMS 9 Mo. = 44,25 +/- 4,9 %). Nach zwölf Monaten stieg die EF bei den Tie-

ren mit IgG-Behandlung (EFIgG 12 Mo. = 48,3 +/- 3,9 %), ebenso in der NaCl-Gruppe  

(EFNaCl 12 Mo. = 46,1 +/- 5,9 %) und blieb bei einer MS-Behandlung konstant 

(EFMS 12 Mo. = 44,32 +/- 6,5 %) gegenüber den ersten Werten. Die EF war nach 15 Mona-

ten jedoch in der IgG-Gruppe (EFIgG 15 Mo. = 46,66 +/- 4,2 %) demgegenüber abgefallen 

und blieb in der NaCl-Gruppe (EFNaCl 15 Mo. = 45,26 7,6 %) stabil. In der Echokardiografie 

nach 18 Monaten war die EF bei mdx-Mäusen mit IgG-Behandlung (EFIgG 

18 Mo. = 47,98 +/- 4,3 %) verglichen mit dem Wert nach 15 Monaten angestiegen, sodass 

die EF verglichen mit der EF der NaCl-Gruppe (EFNaCl 18 Mo. = 41,57 +/- 3,9 %) zu diesem 

Zeitpunkt statistisch signifikant höher war (p = 0,0059) (Abb. 5 b).  

 

Es lässt sich zusammenfassend sagen, dass IgG einer progredienten kardialen Beteiligung 

entgegenwirkt, wofür eine statistisch signifikant höhere FAS und EF in der Gruppe mit IgG-

Behandlung sprechen. 

 

 
Tabelle 4: Anzahl der mdx-Mäuse, die je Gruppe nach 3, 9, 12, 15 und 18 Monaten echokardiografisch 
untersucht wurden. 

N 3 Monate 9 Monate 12 Monate 15 Monate 18 Monate  
NaCl 10 6 11 9 9 
MS 11 12 8 - - 
IgG 10 6 9 8 8 
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Abbildung 5: Transthorakale Echokardiografie in Sedierung mit Isofluran. (a) FAS und (b) EF der mit 
NaCl, MS und IgG behandelten mdx-Mäuse nach drei (nIgG = 11, nNaCl =, 10 nMS = 11), neun (nIgG = 6, nNaCl = 6, 
nMS = 12), und zwölf (nIgG = 9, nNaCl = 11, nMS = 8) Monaten von allen Gruppen bzw. zusätzlich nach 15 
(nIgG  = 8, nNaCl = 9) und 18 (nIgG = 8, nNaCl = 9) Monaten von der IgG- und NaCl-Gruppe. Nach drei Monaten 
war die FAS in der IgG-Gruppe im Vergleich zur MS-Gruppe statistisch signifikant höher (p = 0,0032) sowie 
nach 18 Monaten gegenüber der NaCl-Gruppe (p = 0,0067). Auch die EF war in der IgG-Gruppe nach 18 
Monaten statistisch signifikant gegenüber der NaCl-Gruppe (p = 0,0059) erhöht. Die Ergebnisse sind als Mit-
telwerte mit Standardabweichung dargestellt. Statistische Berechnung mit One-way Anova oder t-Test. 
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Echokardiografie mit B-Mode der kurzen Achse in (c) Systole und (d) 
Diastole.  
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3.2      Paraklinische Parameter 

3.2.1   Serum-Kreatinkinase  

Da es durch die muskuläre Schädigung zu einer massiven Freisetzung der im Zytosol vor-

kommenden CK kommt, ist diese im Serum von DMD-Patienten deutlich erhöht (Coulton 

et al. 1988; Zatz et al. 1991). Ebenso ist die CK bei der mdx-Maus verglichen mit der Wild-

typ-Maus erhöht (Spurney et al. 2009). Wir haben post mortem über eine intrakardiale Ka-

nüle Blut entnommen und die CK-Konzentration im Serum bestimmt. Es zeigte sich eine 

geringere mittlere Serumkonzentration des Enzyms in den mit IgG (CKIgG 

= 837 U/l +/- 441) und MS (CKMS = 796 U/l +/- 307) behandelten mdx-Mäusen gegenüber 

den mdx-Mäusen mit einer NaCl-Behandlung (CKNaCl = 1012 U/l +/ 611). Da die Tiere der 

MS-Gruppe zum Zeitpunkt der CK-Bestimmung 12 Monate und die Tiere der IgG- und 

NaCl-Gruppe 18 Monate alt waren haben wir mit einem t-Test nur die CK-Werte der IgG- 

mit NaCl-Gruppe verglichen. Die Reduktion der CK-Konzentration in der IgG-Gruppe ge-

genüber der NaCl-Gruppe war nicht statistisch signifikant (p = 0,498, Abb. 6). 

 

Die Therapie mit IgG führt, zusammenfassend gesagt, zu einem Trend einer niedrigeren CK-

Serumkonzentration. 

 

 

Abbildung 6: Quantifizierung der CK-Konzentration im Serum. Den Tieren wurde post mortem transkar-
dial Blut entnommen. Es zeigte sich in der IgG-Gruppe (n = 9) eine niedrigere CK-Konzentration im Vergleich 
zur NaCl-Gruppe (n = 10) welche jedoch nicht statistisch signifikant war. Die Ergebnisse sind als Mittelwert 
mit Standardabweichung dargestellt. Ausreißer wurden durch einen Grubbs-Test berechnet. Statistische Be-
rechnung mit dem t-Test.  
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3.2.2   Einfluss von IgG-Gabe auf die mRNA Expression der Entzündungsmedia-

toren TGF-β, SPP1 und MCP1 in der Skelettmuskulatur  

Aus den entnommenen Muskeln wurde mRNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und die 

mRNA-Expression mittels RT-PCR von den relevanten Mediatoren TGF-β, SPP1 und 

MCP1 bestimmt, um Therapieeffekte auch auf molekularer Ebene zu detektieren. Es fielen 

starke interindividuelle Schwankungen auf und eine deutlich höhere Expression der Media-

toren im Diaphragma im Vergleich zu den Extremitätenmuskeln, was bereits in früheren 

Studien beschrieben wurde (Weller et al. 2012; Zschüntzsch et al. 2016). Nur im Tibialis 

anterior konnte eine statistisch signifikant reduzierte mRNA-Expression von SSP1 in der 

NaCl- (p = 0,0424) und IgG-Gruppe (p = 0,0492) im Vergleich zur MS-Gruppe nachgewie-

sen werden (Abb. 7 a–c).  

 

Zusammenfassend konnte in der Skelettmuskulatur kein modulierender Effekt der IgG-The-

rapie auf die mRNA-Expression von relevanten Entzündungsmediatoren im Alter von 12 

bzw. 18 Monaten nachgewiesen werden.  

 

 

 

 



	

	 37 

 

Abbildung 7: Quantifikation relevanter inflammatorischer Mediatoren durch RT-PCR. (a) Relative 
mRNA-Expression im Diaphragma (TGF-β: nNaCl = 8, nMS = 8, nIgG = 10, SSP1: nNaCl = 7, nMS = 7, nIgG = 8 und 
MCP1: nNaCl = 8, nMS = 8, nIgG = 10). (b) M. gastrocnemius (TGF-β: nNaCl = 8, nMS = 8, nIgG = 10, SSP1: nNaCl = 
7, nMS = 7, nIgG = 9, MCP1: nNaCl = 7, nMS = 7, nIgG = 7). (c) M. tibialis anterior (TGF-β: nNaCl = 7, nMS = 8, nIgG 

= 9, SSP1: nNaCl = 9, nMS = 8, nIgG = 9, MCP1: nNaCl = 9, nMS = 7, nIgG = 9) und (d) M. quadriceps femoris (TGF-
β: nNaCl = 7, nMS = 7, nIgG = 9, SSP1: nNaCl = 7, nMS = 9, nIgG = 10, MCP1: nNaCl = 7, nMS = 8, nIgG = 8) (Abb. 7. a-
d). Nur im M. tibialis anterior war eine statistisch signifikant reduzierte mRNA-Expression von SSP1 in der 
NaCl- (p = 0,0424) und IgG-Gruppe (p = 0,0492) nachweisbar (Abb. 7 c). Die Ergebnisse sind als Mittelwert 
mit Standardabweichung dargestellt. Zur Ausreißeranalyse wurde ein Grubbs-Test durchgeführt. Statistische 
Berechnung mit one-way Anova. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.  
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3.2.3   Expression der mRNA von TGF-β in der Herzmuskulatur nach             

IgG-Behandlung über 18 Monate  

In der Herzmuskulatur kommt es, wie bereits erläutert, als Folge der muskulären Schädigung 

ebenfalls zu einer inflammatorischen Antwort und einem fibrotischen Umbau (Dahiya et al. 

2011). Aufgrund der zuvor aufgeführten Ergebnisse in der Skelettmuskulatur haben wir in 

der Herzmuskulatur die Expression des mit Fibrose assoziierten Markers TGF-β nur stich-

punktartig untersucht. Hier zeigte sich eine deutliche Variabilität in der Expression und 

keine statistische Signifikanz (Abb. 8).  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es durch IgG zu einer reduzierten Expression von 

TGF-β in der Herzmuskulatur kam. 

 

 

Abbildung 8: Quantifikation der TGF-β-Expression im Herzmuskel. Relative mRNA-Expression von 
TGF-β im Herzmuskel zeigt eine Reduktion in der IgG- und NaCl-Gruppe (nNaCl = 6, nIgG = 6) gegenüber der 
MS-Gruppe (nMS = 6). Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert mit Standardabweichung. Zur Berechnung 
von Ausreißern wurde ein Grubbs-Test durchgeführt. Statistische Berechnung mit one-way Anova. * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001.  
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3.2.4   Effekt von IgG auf myopathische Veränderungen in der Skelettmusku-   

latur 

Zur Darstellung der Muskelpathologie wurden HE-Färbungen von Diaphragma und ver-

schiedenen Skelettmuskeln angefertigt und die Schnitte auf Zeichen von De- und Regenera-

tion untersucht. Als solche Zeichen werden Veränderungen bestimmter Parameter angese-

hen, wie die Anzahl der Muskelfasern mit peripheren und zentralisierten Zellkernen sowie 

die durchschnittlichen Faserdurchmesser und die Schwankungen der Kaliber. Dementspre-

chend haben wir in dieser Studie diese Parameter bestimmt und fanden in allen Muskelgrup-

pen, die bei einer DMD bzw. in mdx-Mäusen typischen, zu erwartenden myopathischen 

Veränderungen. Die Tabelle 5 führt die Anzahl der ausgewerteten Muskelquerschnitte, die 

je Behandlungsgruppe gewertet worden sind, auf. Zuvor wurden Ausreißer mit dem Grubbs-

Test berechnet. In dieser Studie variierte der Faserdurchmesser zwischen 16,5 und 46,8 µm. 

Auch in früheren Studien, in denen die Muskelpathologie von Mäusen, die älter als ein Jahr 

waren, untersucht wurden, hatten sich solche Kaliberschwankungen gezeigt (Pastoret und 

Sebille 1995). Als Index für myopathische Veränderungen in der Muskulatur wurde der CNI 

(prozentualer Anteil der Muskelfasern mit einem zentralisierten Zellkern) bestimmt. Es 

zeigte sich in allen Muskelgruppen ein gegenüber Kontrollen geringerer CNI bei einer IgG-

Behandlung. Statistisch signifikant war die Reduktion des CNI der IgG-Gruppe im Dia-

phragma (p = 0,002) gegenüber der NaCl-Gruppe, im M. tibialis anterior gegenüber der MS-

Gruppe (p = 0,02) und im M. quadriceps femoris gegenüber der NaCl-Gruppe (p = < 0,001) 

und der MS-Gruppe (p = < 0,001). Nur die Tiere der NaCl- und IgG-Gruppe wurden 18 Mo-

nate lang behandelt und demnach befand sich nur das untersuchte Muskelgewebe dieser bei-

den Gruppen in der Krankheitsphase mit ausgeprägteren histopathologischen Veränderun-

gen. Eine Reduktion des CNI spricht demnach für einen therapeutischen Effekt der IgG-

Therapie auf die de- und regenerativen Prozesse in dystrophindefizienten Muskeln.  

 

Zusammenfassend zeigte sich eine Reduktion des myopathischen Parameters CNI durch die 

IgG-Behandlung.  
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Tabelle 5: Anzahl der je Behandlungsgruppe ausgewerteten Muskeln nach HE-Färbung. 

N Diaphragma M. gastrocnemius M. tibialis anterior M. quadriceps femoris 

NaCl 7 7 8 7 
MS 7 8 7 7 
IgG 8 8 9 7 

Ausreißer wurden mit dem Grubbs-Test berechnet. Es wurden in zehnfacher Vergrößerung pro Muskel durch-
schnittlich 200–500 Muskelfasern ausgewertet, periphere und zentralisierte Zellkerne manuell gezählt und der 
durchschnittliche Muskelfaserdurchschnitt bestimmt.   
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Abbildung 9: Auswertung der Muskelpathologie. (a) CNI, (b) durchschnittliche Muskelfasergröße und (c) 
Kaliberschwankungen. Dabei zeigte sich in der Anzahl der zentralisierten Zellkerne eine statistisch signifikante 
Reduktion nach einer IgG-Therapie im Diaphragma (nNaCl = 7, nMS = 7, nIgG = 8, p = 0,002) und M. quadriceps 
femoris (nNaCl = 7, nMS = 7, nIgG = 7, p = < 0,001) gegenüber der NaCl-Gruppe. Im M. quadriceps femoris 
(p = < 0,001) und M. tibialis anterior (nNaCl = 8, nMS = 7, nIgG = 9, p= 0,02) war der CNI statistisch signifikant, 
verglichen zu den Muskeln der Tiere mit einer MS-Behandlung, erniedrigt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert 
mit Standardabweichung dargestellt. Statistische Berechnung mit one-way Anova. * p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,001.  
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Abbildung 10: HE-Färbungen von Muskelquerschnitten. (a) Diaphragma, (b) M. gastrocnemius, (c) M. 
tibialis anterior und (d) M. quadriceps femoris nach einer 18-monatigen Behandlung mit NaCl und IgG bzw. 
12-monatigen Behandlung mit MS und täglicher Laufradnutzung. Ausschnitte von Aufnahmen in zehnfacher 
Vergrößerung mit der Mikroskopkamera.   
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3.2.5   Wirkung von IgG auf Infiltration mit T-Zellen und Makrophagen in der 

Skelettmuskulatur 

Makrophagen und T-Zellen sind die dominierenden inflammatorischen Zellen, die nach 

muskulärer Schädigung im dystrophindefizienten Muskel auftreten. In allen untersuchten 

Muskelgruppen zeigte sich im Vergleich zu Kontrollen nach einer IgG-Therapie eine redu-

zierte Anzahl an Makrophagen und T-Zellen (Abb. 11–14). In den Tabellen sechs und sieben 

ist die Anzahl der ausgewerteten Muskeln, nach vorheriger Bereinigung von Ausreißern, die 

je Behandlungsgruppe gewertet wurden, dargestellt. Eine statistisch signifikante Reduktion 

der T-Zellen war im Diaphragma in den mdx-Mäusen mit einer NaCl-Behandlung 

(p = < 0,001) und IgG-Behandlung (p = < 0,001), verglichen mit der MS-Gruppe sowie der 

IgG-Gruppe, gegenüber der NaCl-Gruppe nachweisbar (p = 0,01). Im M. gastrocnemius 

zeigte sich eine signifikant reduzierte Anzahl der T-Zellen in den mit IgG behandelten Tie-

ren gegenüber der NaCl-Gruppe (p = 0,01) und MS-Kontrollgruppe (p = 0,001). Die Anzahl 

der T-Zellen war im M. tibialis anterior der mdx-Mäuse, die eine IgG-Behandlung erhalten 

hatten, gegenüber der MS-Gruppe statistisch signifikant erniedrigt (p = 0,04). Im M. quad-

riceps femoris war das Signal für T-Zellen nach einer Behandlung mit IgG im Vergleich zur 

NaCl-Gruppe (p = 0,04) statistisch signifikant reduziert (Abb. 11). 

 

 
Tabelle 6: Anzahl der je Behandlungsgruppe ausgewerteten Muskeln nach Färbung mit anti-humanem 
CD3. 

N Diaphragma M. gastrocnemius M. tibialis anterior M. quadriceps femoris 

NaCl 7 7 9 8 
MS 8 8 8 8 
IgG 8 9 8 9 

In einer 40-fachen Vergrößerung wurden pro Muskel zehn Aufnahmen gemacht und die T-Zellen manuell 
gezählt. Berechnung der Ausreißer mit dem Grubbs-Test. 
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Abbildung 11: T-Zellen pro mm2 in Diaphragma, M. gastrocnemius, M. tibialis anterior und M. quadri-
ceps femoris. Diese wurden in vier nicht überlappenden Feldern in 40-facher Vergrößerung quantifiziert. Im 
Diaphragma (nNaCl = 7, nMS = 8, nIgG = 8) zeigte sich eine statistisch signifikante Reduktion der T-Zellen in der 
NaCl-Gruppe (p = < 0,001) und IgG-Gruppe (p = < 0,001) im Vergleich zur MS-Gruppe sowie in der IgG-
Gruppe gegenüber der NaCl-Gruppe (p = 0,01). Im M. gastrocnemius (nNaCl = 7, nMS = 8, nIgG = 9) zeigte sich 
eine signifikante Reduktion in den mit IgG behandelten Tieren gegenüber der NaCl-Kontrollgruppe (p = 0,001) 
und MS-Kontrollgruppe (p = 0,01). Eine statistisch signifikante Reduktion der T-Zellen konnte im M. tibialis 
anterior (nNaCl = 9, n MS = 8, nIgG = 8) durch eine Therapie mit IgG gegenüber der MS-Kontrollgruppe (p = 0,04) 
erreicht werden. Das Signal der T-Zellen war im M. quadriceps femoris (nNaCl = 8, n MS = 8, nIgG = 9) in der 
IgG-Gruppe im Vergleich zur NaCl-Gruppe statistisch signifikant (p = 0,04) reduziert. Die Ergebnisse sind als 
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Zur Berechnung von Ausreißern wurde ein Grubbs-Test 
durchgeführt. Statistische Berechnung mit one-way Anova. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.  
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Abbildung 12: Immunhistochemische Detektion von T-Zellen in Muskelquerschnitten. Querschnitte von 
(a) Diaphragma, (b) M. gastrocnemius, (c) M. tibialis anterior und (d) M. quadriceps femoris nach einer 18-
monatigen Behandlung mit NaCl und IgG bzw. zwölfmonatigen Behandlung mit MS und täglicher Laufradnut-
zung. Ausschnitte von Aufnahmen in 40-facher Vergrößerung mit der Mikroskopkamera.   
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Die Zahl der Makrophagen war im Diaphragma von mdx-Mäusen mit einer NaCl-Behand-

lung (p = 0,0225) und IgG-Behandlung (p = 0,0021) verglichen mit der MS-Gruppe nach-

weisbar verringert. Im M. gastrocnemius der mit IgG behandelten Tiere zeigte sich eine sig-

nifikant verringerte Makrophagenzahl gegenüber denen, die NaCl (p = 0,0314) erhalten ha-

ben. Die Makrophagendichte war im M. tibialis anterior in der IgG-Gruppe gegenüber der 

NaCl-Gruppe (p = 0,0047) und MS-Gruppe (p = 0,0003) signifikant erniedrigt. Eine IgG-

Therapie konnte im M. quadriceps femoris keine statistisch signifikante Reduktion der Mak-

rophagen erreichen (Abb. 13). 

 

Zusammenfassend führte IgG zu einer statistisch signifikanten Verringerung der Infiltration 

von T-Zellen und Makrophagen in der Skelettmuskulatur. 

 

 
Tabelle 7: Anzahl der je Behandlungsgruppe ausgewerteten Muskeln nach immunhistochemischer Fär-
bung von Makrophagen. 

n Diaphragma M. gastrocnemius M. tibialis anterior M. quadriceps femoris 

NaCl 8 7 7 7 
MS 8 8 7 7 
IgG 8 9 8 9 

Berechnung der Ausreißer mit dem Grubbs-Test. Zur Detektion der Makrophagen wurden die Querschnitte 
mit F4/80 und DAB-Substrat inkubiert. Je Muskel wurden in 40-facher Vergrößerung zehn Aufnahmen 
gemacht und manuell die Anzahl der Makrophagen gezählt.  
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Abbildung 13: Immunhistochemische Detektion von Makrophagen in Diaphragma, M. gastrocnemius, 
M. tibialis anterior und M. quadriceps femoris. Die Makrophagenanzahl war im Diaphragma (nNaCl = 8, nMS 

= 8, nIgG = 8) der NaCl-Gruppe (p = 0,0225) und IgG-Gruppe (p = 0,0021) im Vergleich zur MS-Gruppe nach-
weisbar verringert. Im M. gastrocnemius (nNaCl = 7, nMS = 8, nIgG = 9) zeigte sich eine signifikant verringerte 
Makrophagenanzahl in den mit IgG behandelten Tieren gegenüber der NaCl-Gruppe (p =0,0314). Die Makro-
phagendichte war im M. tibialis anterior (nNaCl = 7, nMS = 7, nIgG = 8) der mit IgG behandelten mdx-Mäuse 
gegenüber den mit NaCl (p = 0,0047) und MS (p = 0,0003) behandelten mdx-Mäusen signifikant reduziert. 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Zur Berechnung von Ausreißern wurde 
ein Grubbs-Test durchgeführt. Statistische Berechnung mit one-way Anova.  * p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,001.  
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Abbildung 14: Immunhistochemische Detektion von Makrophagen in Muskelquerschnitten. (a) Dia-
phragma, (b) M. gastrocnemius, (c) M. tibialis anterior und (d) M. quadriceps femoris nach einer 12- bzw. 18-
monatigen Behandlung mit NaCl, MS und IgG und täglicher Laufradnutzung. Ausschnitte von Aufnahmen in 
40-facher Vergrößerung mit der Mikroskopkamera.   

IgGNaCl

D
ia

ph
ra

gm
a

(a)

G
as

tr
oc

ne
m

iu
s

Ti
bi

al
is

 a
nt

er
io

r 
Q

ua
dr

ic
ep

s 

(b)

(c)

(d)

MS



	

	 49 

3.2.6   Einfluss von IgG auf die Infiltration mit T-Zellen und Makrophagen in 

der Herzmuskulatur 

Auch in der Herzmuskulatur der mdx-Mäuse kam es zu einer Infiltration mit T-Zellen und 

Makrophagen im Zuge der inflammatorischen Antwort. Zudem wurden nach Schädigung 

die untergegangenen Muskelfasern teils fibrotisch ersetzt. In Tabelle 8 ist die Anzahl der je 

Behandlungsgruppe ausgewerteten Muskeln, nach vorheriger Bereinigung von Ausreißern, 

dargestellt. Es zeigte sich eine statistisch signifikante Reduktion von T-Zellen in den Herz-

muskeln von mdx-Mäusen mit einer IgG-Behandlung gegenüber den beiden Kontrollgrup-

pen NaCl (p = 0,0002) und MS (p = 0,0003) (Abb. 15 a). Gleiches gilt für das Makropha-

gensignal, welches in den mit IgG therapierten Mäuseherzen signifikant gegenüber der 

NaCl- (p = 0,0015) und MS-Gruppe (p = 0,0016) erniedrigt war (Abb. 15 b). Eine IgG-The-

rapie führte zudem zu einer Reduktion des auf den muskulären Schaden folgenden fibroti-

schen Ersatzes im Herzen. Der prozentuale Anteil der Fibrose an der gesamten Herzmasse 

war in mit IgG therapierten mdx-Mäusen statistisch signifikant gegenüber den mit MS be-

handelten Tieren reduziert (p = 0,005) (Abb. 15 c). 

 

Eine Langzeittherapie mit IgG führt demnach auch im Herzmuskel zu einer Verringerung 

der inflammatorischen Infiltration und einer Reduktion der Fibrose. 

 

 
Tabelle 8: Anzahl der je Behandlungsgruppe ausgewerteten Herzen. 

n T-Zellen Makrophagen Fibroseanteil 
NaCl 6 7 7 
MS 7 7 7 

IgG 8 8 7 

Zuvor Berechnung der Ausreißer mit dem Grubbs-Test.   
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Abbildung 15: Anzahl der T-Zellen und Makrophagen im Herzen pro mm2 sowie prozentualer Anteil 
der Fibrose im gesamten Herzen. (a) Zahl der T-Zellen im Herzen. Nach einer IgG-Behandlung war die Zahl 
der T-Zellen (nNaCl = 6, nMS = 7, nIgG = 8) in den Herzmuskeln von mdx-Mäusen statistisch signifikant gegenüber 
den beiden Kontrollgruppen NaCl (p = 0,0002) und MS (p = 0,0003) reduziert. (b) Makrophagensignal in 
Herzen. Das Makrophagensignal (nNaCl = 7, nMS = 7, nIgG = 8) in den mit IgG therapierten Mäuseherzen war 
ebenfalls signifikant gegenüber der NaCl-Gruppe (p = 0,0015) und MS-Gruppe (p = 0,0016) erniedrigt (Abb. 
15 b). (c) Fibroseanteil in mdx-Herzen. Eine IgG-Therapie führte zudem zu einer Reduktion des auf den mus-
kulären Schaden folgenden fibrotischen Ersatzes im Herzen. Der prozentuale Anteil der Fibrose (nNaCl = 7, nMS 

= 7, nIgG = 7) an der gesamten Herzmasse war in mit IgG therapierten mdx-Mäusen statistisch signifikant ge-
genüber den mit MS behandelten Tieren reduziert (p = 0,005). Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit Stan-
dardabweichung dargestellt. Statistische Berechnung mit one-way Anova. ** p < 0,01, *** p < 0,001. Elastika-
van-Gieson-Färbung der Herzen nach (d) NaCl- (e) MS- und (f) IgG-Behandlung zur Quantifizierung der Fi-
brose.   
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4   Diskussion 

Nach einer effektiven dreimonatigen Behandlung mit IgG im mdx-Mausmodell hat die vor-

liegende Arbeit das Ziel, Verträglichkeit und Wirkung einer langfristigen IgG-Therapie über 

18 Monate zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde der Einfluss der Therapie auf gut eta-

blierte klinische und paraklinische Verlaufsparameter untersucht. Diese Studie zeigt, dass 

IgG auch über einen 18-monatigen Untersuchungszeitraum zu einer statistisch signifikant 

höheren Laufradaktivität und Kraft in den Vorderläufen führt. Histologisch konnte eine Ver-

ringerung der Makrophagen und T-Zellanzahl und der myopathischen Veränderungen durch 

eine monatliche Therapie mit IgG in einer Dosis von 2 g/kg KG erreicht werden. Mit dieser 

Studie wurde eine therapeutische Wirkung und Verträglichkeit von IgG bei mdx-Mäusen in 

den ersten drei Monaten bestätigt und konnte auch in der Langzeitbeobachtung über insge-

samt 18 Monate gezeigt werden. 

 

In der aktuellen internationalen Behandlungsleitlinie zur DMD aus dem Jahr 2010 wird als 

alleinige symptomatische Behandlung eine Therapie mit GS empfohlen (Bushby et al. 

2010), da Studien gezeigt haben, dass sich der Erkrankungsprogress dadurch verzögert 

(Biggar et al. 2006; Manzur et al. 2008). Fenichel et al. (1991) haben die Therapie mit GS 

über drei Jahre in der bisher längsten beschriebenen randomisierten kontrollierten Studie 

untersucht und einen geringeren Abfall der Muskelkraft gegenüber nicht therapierten Pati-

enten zeigen können. Eine GS-Therapie führt zu einer Verbesserung der pulmonalen und 

kardialen Funktion (Mendell et al. 1989; Schram et al. 2013), da es zu einer Reduktion des 

sarkolemmalen Schadens, der Muskeldegeneration sowie einer Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration und Suppression der inflammatorischen Antwort in der Muskulatur 

von DMD-Patienten (Wehling-Henricks et al. 2004; Fisher et al. 2005) kommt. Die Lebens-

erwartung der heutigen DMD-Patienten konnte durch GS und andere supportive Therapien, 

wie regelmäßige Krankengymnastik sowie nicht-invasive Beatmungsmethoden, verlängert 

werden (Passamano et al. 2012), sodass die Betroffenen heute ein Lebensalter von 20 bis 

Anfang 40 erreichen (Eagle et al. 2002; Kieny et al. 2013; Strehle und Straub 2015). Bei 

einer GS-Therapie im mdx-Mausmodell hingegen zeigen sich sehr unterschiedliche Ergeb-

nisse. In manchen Studien kam es zu einer erhöhten Muskelkraft (Hudecki et al. 1993; 

Granchelli et al. 2000), wiederum in anderen konnte dies nicht bestätigt werden (De Luca et 

al. 2003). 
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DMD-Patienten haben unter anderem aufgrund der oben beschriebenen positiven Effekte 

der GS-Therapie heute eine erhöhte Lebenserwartung. Da jedoch, um eine ausreichende 

Wirksamkeit zu erreichen, eine Langzeittherapie in einer Dosierung oberhalb der 

Cushingschwelle notwendig ist, entwickeln die DMD-Patienten zahlreiche NW, sodass die 

Therapiedauer begrenzt ist. Die häufigsten bei DMD-Patienten beobachteten unerwünschten 

Folgeerscheinungen sind Gewichtszunahme, Osteoporose und das Cushing-Syndrom 

(Mendell et al. 1989; Griggs et al. 1993; Angelini und Peterle 2012). Mit dem Ziel, die Le-

benserwartung und -qualität weiter zu verlängern bzw. zu verbessern, wurden in den letzten 

Jahren zahlreiche präklinische und klinische Untersuchungen zu einer kurativen Gentherapie 

durchgeführt. So wurde im mdx-Mausmodell erfolgreich eine adenovirusassoziierte (AAV) 

Übertragung von Minidystrophin (Kochanek et al. 1996; Wang et al. 2000), ein Antisense-

Oligonukleotid-vermitteltes exon skipping (Mann et al. 2001), ein durch Aminoglykoside 

vermitteltes read through (Barton-Davis et al. 1999) und ein Transfer von Myloblasten 

(Karpati et al. 1989; Vilquin et al. 1995) durchgeführt. In einer Anfang 2016 veröffentlichen 

Studie gelang es durch CRISPR-Cas9-basierte Genom-Editierung eine Expression von mo-

difiziertem Dystrophin herbeizuführen (Nelson et al. 2016). Die oben genannten Genthera-

pien wurden bzw. werden in klinischen Studien untersucht (Mendell et al. 2013; Bushby et 

al. 2014; Havens und Hastings 2016). In Europa ist das Read-through-Medikament Ataluren 

bisher als einziges dieser Gentherapeutika zugelassen (Finkel et al. 2013), dessen klinische 

Effekte jedoch begrenzt sind. Zudem ist in den USA seit September 2016 Eteplirsen und seit 

Dezember 2019 Golodirsen zugelassen. Eteplirsen verhindert den Einbau des Exons 51 in 

die mRNA, sodass der Leserahmen wiederhergestellt wird und ein verkleinertes, jedoch in 

großen Teilen funktionsfähiges, Dystrophin entsteht. Jedoch ist eine Mutation im Exon 51 

nur bei rund 14 % der Betroffenen ursächlich für den Funktionsverlust des DMD-Gens und 

nur diese kommen entsprechend für eine Therapie mit Eteplirsen in Frage (Lim et al. 2017). 

Golodirsen ist ein Antisense-Oligonukleotid, das zu einem exon skipping des Exon 53 und 

einer Produktion eines verkürzten Dystrophinprotein führt. Es wird geschätzt, dass etwa 8 % 

der Patienten mit DMD eine Mutation im Exon 53 haben und somit für eine Therapie mit 

Golodirsen in Frage kommen (Heo 2020). Bis es zum routinemäßigen Einsatz von Genthe-

rapeutika bei DMD-Patienten kommen wird, werden noch Jahre vergehen, sodass eine al-

ternative, krankheitsmodulierende Therapie für die heutigen und zukünftigen DMD-Patien-

ten ein großer Gewinn wäre. Zudem wird erwartet, dass eine Immunmodulation bzw. Im-

munsuppression auch in Zukunft zusätzlich zu den genkorrigierenden Therapien notwendig 

sein wird.  
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Die Diagnose DMD ist nicht immer von Geburt an bekannt, sodass es bei Beginn der Gen-

therapie neben der myopathischen Schädigung bereits zu einer inflammatorischen Antwort 

gekommen ist. Auch nach Beginn einer Gentherapie kommt es zu einem gewissen Grad an 

Inflammation und nur für einige Gentherapien, wie z. B. Eteplirsen, wurde nachgewiesen, 

dass diese gleichzeitig eine Reduktion der Inflammation herbeiführen (Cirak et al. 2011). 

Vielmehr kommt es bei einigen Gentherapien, wie bei den AAV-vermittelten Therapien, 

sogar zu einer zusätzlich induzierten akuten oder chronischen inflammatorischen Antwort 

(Yuasa et al. 2002; Hareendran et al. 2013). Auch hinsichtlich einer zur GS-Therapie alter-

nativen, immunsuppressiven Therapie wurden in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchun-

gen durchgeführt und verschiedene immunsuppressive Substanzen wurden bereits erfolg-

reich im mdx-Mausmodell eingesetzt (Grounds und Torrisi 2004; De Luca et al. 2005; 

Hodgetts et al. 2006; Heier et al. 2013). Allerdings erzielten die bisher in klinischen Studien 

an DMD-Patienten getesteten Immunsuppressiva, wie beispielsweise Ciclosporin 

(Kirschner et al. 2010), keine ausreichende Wirksamkeit. Es wird entsprechend weiter nach 

einer Alternative zu GS gesucht.  

 

Mit der vorliegenden Studie wurde nun der langfristige Einsatz von IgG als immunmodulie-

rende Therapie im mdx-Mausmodell untersucht. Das Medikament weist ein im Vergleich zu 

GS und anderen Immunsuppressiva geringeres NW-Profil auf. Bis zum jetzigen Zeitpunkt 

gab es noch keine murine Studie, weder mit dem mdx-Mausmodell noch einem anderen 

Mausmodell, in der eine Therapie mit IgG über einen so langen Zeitraum untersucht wurde. 

Die längste murine Studie mit humanem IgG wurde in einem Mausmodell zur Alzheimer-

Krankheit über einen Zeitraum von insgesamt acht Monaten durchgeführt. Die IgG haben 

sich in dieser Zeit als gut verträglich erwiesen (Puli et al. 2012).  

 

Die Notwendigkeit der 18-monatigen Dauer der aktuellen Studie beruht darauf, dass die 

chronische dystropathologische Phase bei der mdx-Maus erst nach dem zwölften Lebens-

monat beginnt (Coulton et al. 1988; Muntoni et al. 1993) und schließlich die Kumulation der 

dystropathologischen Veränderungen bei mehr als 15 Monate alten mdx-Mäusen zu einem 

progredienten fibrotischen Ersatz der Muskulatur führt (Lefaucheur et al. 1995). Dement-

sprechend sind unsere Studienergebnisse der Wirkung einer IgG-Therapie auf das klinische 

Erscheinungsbild und paraklinische Parameter von mdx-Mäusen in einer späten Krankheits-

phase mit dem oben beschriebenen ausgeprägten Phänotyp auch hinsichtlich der Übertrag-

barkeit auf DMD-Patienten interessant. 
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Um therapeutische Effekte in Studien darzustellen, ist es nötig, ein sensitives Evaluations-

System zu verwenden. Das internationale Netzwerk Treat-NMD, dessen Ziel es ist präklini-

sche und klinische Studien von neuromuskulären Erkrankungen zu vereinheitlichen, emp-

fiehlt in seinen SOPs das in dieser Studie verwendete Laufradsystem zur Evaluation der 

Mausaktivität (Grounds et al. 2008). In der IgG-Gruppe kam es zu einer gegenüber den Kon-

trollen signifikant höheren freiwilligen Laufradaktivität während des gesamten Behand-

lungszeitraums. Die lineare Regressionsanalyse zeigte einen signifikant geringeren Abfall 

der IgG-Gruppe in allen durch das Laufradsystem erfassten Parametern. Ein Resultat, das 

mit der mdx-Studie zur IgG-Therapie in der Frühphase, in der sich ebenfalls ein statistisch 

signifikanter geringerer Abfall in der linearen Regression ab der zwölften Woche zeigte, 

übereinstimmt (Zschüntzsch et al. 2016). Physiologischerweise kommt es bei einem dauer-

haften Training in der Skelettmuskulatur zu einer Vielzahl von Adaptationsmechanismen, 

wie Muskelfaserhypertrophie, einem Fasertypenwechsel, einer Beeinflussung des Muskel-

metabolismus (Lieber und Fridén 2002), einer erhöhten Mitochondrienzahl, sowie gestei-

gerter Mitochondrienaktivität und oxidativer Kapazität (Holloszy 1967; Röckl et al. 2007). 

Die Auswirkungen auf die Muskulatur bei mdx-Mäusen ist abhängig von der Trainingsart. 

Das unfreiwillige und kurzfristige intensive Laufbandtraining führt zu einem höheren Scha-

den in der Muskulatur von mdx-Mäusen (Okano et al. 2005). Die freiwillige Laufradnutzung 

hingegen hatte in keiner der bisher beschriebenen Untersuchungen einen negativen Einfluss 

auf die Muskulatur. Nach vier- oder zwölfmonatiger Laufradnutzung zeigte sich eine höhere 

Krafterzeugungskapazität (Hayes und Williams 1996; Selsby et al. 2013) oder keine Diffe-

renz im Vergleich zu nicht gelaufenen Kontrollen (Dupont-Versteegden et al. 1994; Carter 

et al. 1995). Die bisher längste Studie erfasste das Laufverhalten von mdx-Tieren über zwölf 

Monate. Dabei wurde nur die Laufdistanz bestimmt (Selsby et al. 2013). Demnach ist dies 

die erste Studie, welche die Laufradaktivität in der späten und krankheitsrelevanten Phase 

von mdx-Mäusen untersucht hat. Bekanntermaßen kann es bei dem verwendeten Laufrad-

system zu stark interindividueller Varianz in der Nutzung des Laufrades zwischen den Tie-

ren kommen (Grounds et al. 2008; Smythe und White 2011). Eine genaue Ursache für die 

Schwankungen ist nicht bekannt. Die Mäuse können hinsichtlich ihrer Intensität und Dauer 

der Laufradnutzung in Gruppen eingeteilt werden. In diese Arbeit wurden sowohl schwache 

als auch starke Läufer eingeschlossen und nur die Ergebnisse von Mäusen, die gar nicht 

gelaufen sind, aus der Wertung ausgeschlossen. Bei anderen Laufradstudien mit mdx-Mäu-

sen sind hingegen auch die schwachen Läufer aus der Wertung ausgeschlossen worden. So 

lässt sich auch erklären, dass z. B. bei Selsby et al. (2013) während des maximalen Peaks 
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die durchschnittliche Laufdistanz eines Tieres bei ca. 14000 m/24 h lag und in dieser Arbeit 

bei ca. 6300 m/24 h. Das freiwillige Training im Laufrad diente in dieser Untersuchung als 

Maß, um krankheitsmodifizierende Effekte einer Therapie mit IgG zu ermitteln. 

 

In dieser Arbeit war die Laufradaktivität von Weibchen im Vergleich zu Männchen niedri-

ger. Damit die Ergebnisse der linearen Regression und Behandlungseffekte geschlechtsun-

abhängig betrachtet werden können, wurde für die statistische Auswertung der Laufraddaten 

ein Modell mit random subject intercept gewählt, das Geschlechtsunterschiede adjustiert. 

Es ist bekannt, das hormonelle Geschlechtsunterschiede die Muskulatur beeinflussen und 

die Östrogenkonzentration dabei eine entscheidende Rolle spielt. Beispielsweise wird von 

einer erhöhten Sensibilität gegenüber Schädigung bei sechs Wochen alten weiblichen mdx-

Mäusen im Vergleich zu männlichen mdx-Mäusen berichtet sowie einem höheren Fibrose-

grad in der Muskulatur bei alten weiblichen mdx-Mäusen (Salimena et al. 2004). Zusätzlich 

konnte eine geschlechtsabhängige Wirkung von Medikamenten nachgewiesen werden 

(Franconi et al. 2007). 

 

Im Weiteren empfiehlt Treat-NMD, die durch das Laufradsystem erhobenen Ergebnisse the-

rapeutischer Effekte auf körperliche Aktivität durch weitere In-vivo- (z. B. Griffkraftmes-

sung) und Ex-vivo-Untersuchungen (z. B. isometrische Kontraktionsmessung) zu quantifi-

zieren. In dieser Studie wurde als In-vivo-Test wöchentlich die Griffkraft der Vorderläufe 

gemessen. Dabei erzielten die mit IgG behandelten Tiere ab der 30. Woche signifikant hö-

here Werte gegenüber den Kontrollen. Zschüntzsch et al. (2016) hatten den Einfluss der 

Therapie mit IgG und Weller et al. (2012) von freiem und liposomalem Prednisolon in der 

Frühphase der Erkrankung auf die Griffkraft untersucht. In diesen Studien hatte eine immun-

modulierende Therapie keinen Einfluss auf die Griffkraft der Vorderläufe gezeigt. Die Griff-

kraftmessung wird von vielen Variablen beeinflusst, wie Ermüdung, Kognition oder Lern-

fähigkeit, welche unabhängig von der Muskelfunktion sind. Zudem beschrieben zahlreiche 

Studien einen negativen Effekt von Training auf die Griffkraft (De Luca et al. 2005; Spurney 

et al. 2009). Dennoch scheint sich eine längere Behandlungsdauer mit IgG positiv auf die 

Griffkraft auszuwirken.  

 

Die progrediente Herzinsuffizienz ist einer der lebenslimitierenden Faktoren der DMD. 

Auch bei mdx-Mäusen kommt es zu einer kardialen Beteiligung. Dementsprechend wurde 

in dieser Arbeit als weiterer klinischer Parameter die Herzfunktion in regelmäßigen 
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Abständen echokardiografisch untersucht. Hier zeigte die mit IgG therapierte Gruppe nach 

18 Monaten bessere Werte der kardialen Funktionsparameter EF und FAS. In früheren Stu-

dien fanden sich uneinheitliche Ergebnisse zum Beginn der kardialen Manifestation und da-

mit dem Zeitpunkt von dem an Veränderungen echokardiografischer Parameter bei mdx-

Mäusen gegenüber Wildtyp-Mäusen zu sehen sind. So berichten Spurnley et al. (2010) von 

einer gegenüber Wildtyp-Mäusen verringerten EF und Verkürzungsfraktion (engl.: fractio-

nal shortening, FS) bei mdx-Mäusen nach neun bis zehn Monaten (EFmdx = 40 %, EFWildtyp 

= 54 %, FSmdx = 23,5 %, FSWildtyp = 33,6 %) und Quinlan et al. (2004) nach zwölf Monaten 

(EFmdx = 50 %, EFWildtyp = 54 %, FSmdx = 26 %, FSWildtyp = 28 %). Die Variabilität zwischen 

den Studienergebnissen lässt sich auf die Untersucherabhängigkeit dieser Methode, die na-

türlichen interindividuellen Schwankungen im Krankheitsprogress und dem damit verbun-

denen Beginn der DCM, zurückführen. In den bisherigen Studien wurde die FS bestimmt. 

Zu ihrer Berechnung wird der linksventrikuläre endsystolische Durchmesser vom links-

ventrikulären enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) subtrahiert und dieses Ergebnis 

durch den LVEDD geteilt. Die FS ist jedoch nur dann verwertbar, wenn eine Ventrikelsym-

metrie sichergestellt ist. Bei verschiedenen Krankheitsbildern wie auch der DCM bei der 

DMD, bzw. bei den mdx-Mäusen, ist eine symmetrische Ventrikelwand aber nur selten ge-

geben, sodass in diesen Fällen empfohlen wird, die FAS zu bestimmen. Zudem hat sich für 

die FS gezeigt, dass geringe Veränderung der Positionierung des Querschnitts bereits zu 

signifikanten Veränderungen der Messergebnisse führen (Stypmann et al. 2009), wohinge-

gen selbst größere positionelle Veränderungen zu keinen relevanten Unterschieden der er-

mittelten FAS-Ergebnisse geführt haben (Domanski et al. 1992). Folglich impliziert eine 

Veränderung der FAS auch eine reproduzierbare und valide Veränderung in der Kontrakti-

onsfunktion. Zudem ist die Bestimmung der FAS wegen der geringeren Untersucherabhän-

gigkeit auch für den klinischen Alltag vorteilhaft. 

 

In unserer Studie wurde nun erstmalig der positive Effekt einer immunmodulatorischen The-

rapie auf die kardiale Funktion und die histopathologischen Veränderungen des Herzens bei 

gleichzeitiger freiwilliger Laufradnutzung nachgewiesen. Die Auswirkungen von Immun-

suppressiva auf die kardiale Funktion sind in früheren Studien untersucht worden. Ermolova 

et al. (2014) zeigten in einer Studie mit den TNF-Antikörpern Remicade und Enbrel negative 

Auswirkungen auf die kardiale Funktion von mdx-Mäusen. Es gibt Hinweise darauf, dass 

diese TNF-Antikörper sogar eine DCM induzieren können. So berichten einige klinische 

Studien und Fallberichte vom Neuauftreten bzw. dem Progress einer Herzinsuffizienz unter 
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der Therapie mit diesen Medikamenten (de’ Clari et al. 2002; Kwon et al. 2003; Leetmaa 

und Markenvard 2005; Synetos et al. 2009). Die Studienergebnisse zur Auswirkung der ak-

tuell empfohlenen immunsuppressiven Therapie mit GS auf das Herz sind uneinheitlich. 

Neuere Studien jedoch beschreiben einen negativen Einfluss auf die Hämodynamik der Her-

zen von mdx-Mäusen (Bauer et al. 2009; Guerron et al. 2010). Dieser negative Einfluss 

bleibt auch bei einer zusätzlichen Therapie mit Medikamenten bestehen, die einen nachge-

wiesenen positiven Effekt auf diese Parameter haben, wie ACE-Hemmer oder Spironolacton 

(Janssen et al. 2014).  

 

Ziel einer immunmodulierenden Therapie ist die Reduktion inflammatorischer Zellen. In 

den vorliegenden histopathologischen Untersuchungen konnte eine statistisch signifikante 

Reduktion der Makrophagen, T-Zellen und fibrotisch umgebauten Anteile im Herzmuskel 

von mit IgG behandelten mdx-Mäusen gezeigt werden. Andere Therapiestudien haben be-

reits von einem positiven Effekt einer immunsuppressiven Therapie auf den fibrotischen 

Umbau in der Muskulatur berichtet. Eine Reduktion von Fibrose im Diaphragma konnte 

durch eine Vielzahl von immunsuppressiven Therapien erzielt werden. Jedoch konnte eine 

gleichzeitige Reduktion des fibrotischen Umbau in der Herzmuskulatur in bisherigen Stu-

dien nur durch einige immunsuppressive Therapien, wie dem TGF-β-Antikörper Halofugi-

none und dem TNF-a-Antikörper Remicade, erzielt werden (Zhou und Lu 2010; Ermolova 

et al. 2014). Es wird vermutet, dass der fibrotische Umbau durch die Inflammation begüns-

tigt wird. Weiter wird angenommen, dass der fibrotische Ersatz der Muskulatur die sich ent-

wickelnde DCM bedingt, da sich die kardiale Beteiligung klinisch erst in der Phase mani-

festiert, in der eine Zunahme des fibrotischen Ersatzes beschrieben wird. Die Ergebnisse 

dieser Studie unterstützen diese Annahme, da es durch die immunmodulierende Therapie 

mit IgG zu einer Reduktion der Inflammation in der Herzmuskulatur und folglich zu einer 

verringerten Fibrose kam, womit sich auch die höheren Werte der kardialen Funktionspara-

meter EF und FAS unter IgG-Behandlung erklären lassen. Dies weist darauf hin, dass durch 

eine IgG-Therapie der Entwicklungsprozess einer DCM bei DMD-Patienten und den weib-

lichen Mutationsträgern verzögert oder ggf. sogar verhindert werden könnte. 

 

In früheren Studien wurde gezeigt, dass das Myokard von mdx-Mäusen verglichen mit Wild-

typ-Mäusen bei einer akuten Drucküberlastung, wie sie bei arterieller Hypertonie oder der 

intravenösen Medikamentengabe entsteht, deutlich mehr geschädigt wurde (Kamogawa et 
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al. 2001). Um eine Druckbelastung bei einer IVIG-Therapie so gering wie möglich zu halten 

ist es empfehlenswert die Gesamtdosis über fünf Tage verteilt oder IgG s. c. zu applizieren. 

 

In den zuvor diskutierten klinischen Parametern, wie Laufradaktivität und Griffkraftmes-

sung, fallen bei den mdx-Mäusen mit NaCl-Therapie im Vergleich zur anderen Kontroll-

gruppe mit MS-Therapie deutlich bessere Ergebnisse auf, sodass sich die Frage nach einem 

supportiven Effekt bei der Applikation von NaCl stellt. In der Literatur wird keine Studie 

beschrieben, welche die therapeutische Wirkung von NaCl bei mdx-Mäusen untersucht hat. 

Eine Erklärung für unser Ergebnis liegt möglicherweise in der Aktivierung des tonicity-

responsive enhancer binding protein (NFAT5), einem Transkriptionsfaktor der Rel-Familie 

mit osmoregulierender Funktion. Erstmals wurde die Aktivität dieses Proteins in der Niere 

beschrieben. Aber später konnte eine ubiquitäre Expression dieses Enzyms in allen Zellty-

pen gezeigt werden (López-Rodríguez et al. 1999; Miyakawa et al. 1999; Dalski et al. 2000; 

Trama et al. 2000). NFAT5 schützt die Zelle vor hypertonem Stress. Ist der osmolare Druck 

in der Zelle isoosmolar, ist NFAT5 nur partiell aktiv. Steigt der osmolare Druck in der Zelle 

an, wird das Protein verstärkt transkribiert, was wiederum zur Transkription von Genen ver-

schiedener Proteine, wie dem Natrium/Myo-Inositol-Kotransporter (SMIT), dem NaCl/Tau-

rine-Kotransporter (TauT), der Aldosereduktase und einer Erhöhung weiterer osmotisch ak-

tiver Moleküle führt. Diese Moleküle sind osmotisch aktiv und elektrisch neutral. Folglich 

sinkt der osmotische Druck an der Zellwand und die Ionenstärke in der Zelle. Bei einer Gabe 

von NaCl kommt es zu einer Verschiebung des osmotischen Gleichgewichts in den Zellen 

und demnach auch in den Muskelzellen. Zur Bedeutung von NFAT5 in neuromuskulären 

Erkrankungen gibt es nur wenige Studien. In einer Studie mit NFAT5-defizienten Mäusen 

konnte gezeigt werden, dass die Expression von NFAT5 zu einer Myoblastenmigration- und 

Differenzierung im Rahmen von muskulärer Regeneration führt (O’Connor et al. 2007). In 

einer Studie von De Paepe et al. (2016) wurde die im Vergleich zu anderen Myopathien 

höchste Konzentration der Aldosereduktase in Muskelbiopsien von Patienten mit DMD de-

tektiert. Die Expression des TauT und des SMIT wurde in den Muskelfasern, vor allem den 

regenerierenden und atrophen Fasern, dieser Patienten induziert (De Paepe et al. 2016). Un-

sere Studienergebnisse legen einen möglichen positiven Effekt von NaCl nahe und sprechen 

für eine nähergehende Untersuchung der zugrundeliegenden Effekte. 

 

In der Albumin- und MS-Kontrollgruppe kam es zu unerwarteter Unverträglichkeit. 

Zschüntzsch et al. (2016) hatten in der Studie zur IgG-Behandlung in den ersten drei 



	

	 59 

Monaten komplikationslos humanes Albumin als Kontrollsubstanz injiziert. In unserer Stu-

die verstarben die mit Humanalbumin therapierten Tiere nach der vierten Injektion. Die Ob-

duktion eines mit Humanalbumin behandelten Tieres zeigte die Entwicklung eines mesen-

chymalen Tumors. Chamberlain et al. (2007) berichteten erstmals vom Auftreten eines 

Rhabdomyosarkoms, einem mesenchymalen Tumor, im mdx-Mausmodell. Es wurde beo-

bachtet, dass Rhabdomyosarkome erst nach dem zwölften Lebensmonat und auch bei Mäu-

sen mit einem a-Sarkoglykan-Mangel, einem Membranprotein des Sarkolemms das eben-

falls dem dystrophinassoziierten Glykoproteinkomplexes angehört, auftreten (Chamberlain 

et al. 2007; Fernandez et al. 2010). In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass Dystro-

phin auch als Tumorsuppressor fungiert (Wang et al. 2014). Das als Ersatzkontrolle verwen-

dete MS wurde von den Mäusen unzureichend toleriert, sodass diese Gruppe frühzeitig be-

endet werden musste. In einer post mortem durchgeführten Obduktion fand man eine chro-

nische interstitielle und glomeruläre Nephritis mit begleitender Glomerulosklerose und Rin-

denatrophie. 

 

Neben den therapeutischen Effekten einer IgG-Behandlung auf die klinischen Parameter 

zeigte sich auch ein positiver Einfluss dieser Therapie auf die paraklinischen Parameter. So 

zeigte sich in dieser Studie bei den mit IgG behandelten Mäusen ein Trend zu einer geringe-

ren CK-Serumkonzentration und das obwohl die Tiere eine höhere Laufleistung aufwiesen. 

Durch körperliche Aktivität erhöht sich physiologisch die CK im Serum (Young 1984). 

Dementsprechend führt auch körperliches Training bei mdx-Mäusen zu einem weiteren An-

stieg der aufgrund der Grunderkrankung bereits erhöhten CK-Konzentration (De Luca et al. 

2005). Grund dafür könnte ein Rückgang des belastungsabhängigen Muskelzelluntergangs 

bei einer Behandlung mit IgG sein. In vorherigen Studien hatte sich gezeigt, dass eine im-

munsuppressive Therapie zu einer Reduktion der Serum-CK-Konzentration führt. So kam 

es bei mdx-Mäusen, die mit Ciclosporin therapiert und bei denen regelmäßige Griffkraft-

messungen erhoben wurden (De Luca et al. 2005), sowie bei einer dreimonatigen IgG-The-

rapie und gleichzeitigem freiwilligen Laufradtraining (Zschüntzsch et al. 2016), zu einer 

reduzierten Konzentration der CK im Serum gegenüber nicht therapierten mdx-Mäusen. Die 

hohe Variabilität der CK-Konzentration innerhalb einer Gruppe lässt sich z. B. auf die Un-

terschiede im Laufradverhalten der Mäuse zurückführen. Zur CK-Konzentration in der 

Krankheitsphase von 18 Monaten finden sich in der Literatur keine vergleichbaren Angaben.  
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Die Veränderungen in der Muskulatur von mdx-Mäusen gegenüber Wildtyp-Mäusen zeigt 

sich auch durch ein verändertes Expressionsprofil von Zytokinen. In dieser Studie zeigte 

sich kein einheitlicher Einfluss einer 18-monatigen IgG-Therapie auf die Expression von 

TGF-β, SPP1 und MCP1 in den Extremitätenmuskeln und dem Diaphragma. Mit dem fi-

brotischen Umbau des Muskels bei mdx-Tieren sind v. a. die Zytokine MCP1 und SPP1 als 

Modulatoren von TGF-β assoziiert. Entsprechend dem Ausmaß der Inflammation sind auch 

TGF-β und folglich der Fibrosierungsgrad erhöht (Bernasconi et al. 1995; Vetrone et al. 

2009). SPP1 wird als Teil der Reparaturvorgänge in Makrophagen hochreguliert, führt zu 

einer Verringerung von TGF-β und hat eine chemotaktische Rolle. MCP1 wiederum wird 

von mononukleären Zellen freigesetzt und hat ebenfalls eine chemotaktische Rolle, indem 

es die Migration und Infiltration von Monozyten und Makrophagen reguliert und folglich 

fördernd auf Reparaturvorgänge wirkt (Leonard und Yoshimura 1990; Deshmane et al. 

2009). 

 

Die bisherige Studienlage zur Wirkung einer Immunmodulation auf die mRNA-Expression 

von TGF-β, SPP1 und MCP1 ist uneinheitlich. Nach einer zweimonatigen Therapie mit 

freiem oder liposomalem Prednisolon zeigte sich keine Beeinflussung der mRNA-Expres-

sion von TGF-β, SPP1 und MCP1 (Weller et al. 2012). Hartel et el. (2001) hingegen konnten 

eine Reduktion von TGF-β im Diaphragma durch eine Therapie mit Prednisolon zeigen. Bei 

einer IgG-Therapie in der Frühphase der Erkrankung war die mRNA-Expression von 

TGF- β, SPP1 und MCP1 im M. quadriceps femoris, sowie auch MCP1 im Diaphragma, 

gegenüber Kontrollen reduziert, wobei nur die mRNA-Expression von SSP1 im M. 

quadriecps femoris gegenüber Kontrollen statistisch signifikant erniedrigt war (Zschüntzsch 

et al. 2016). Es gibt keine Studie, welche die Höhe der TGF-β-, SPP1- und MCP1-mRNA-

Expression bei 18 Monate alten mdx-Mäusen untersucht hat. Die Expression aller o. g. Me-

diatoren ist im Diaphragma der 18 Monate alten Mäuse gegenüber den Extremitätenmuskeln 

deutlich erhöht. Zwischen den Behandlungsgruppen der aktuellen Studie gab es keine signi-

fikanten Unterschiede. In früheren Studien wurde bereits in der Frühphase der Erkrankung 

eine erhöhte Expression der Mediatoren TGF-β, SSP1 und MCP1 im Diaphragma beschrie-

ben (Weller et al. 2012; Zschüntzsch et al. 2016). Dies ist vermutlich auch auf die bereits 

früh auftretenden, ausgeprägten dystropathologischen Veränderungen, mit einer höheren 

Degeneration gegenüber der Skelettmuskulatur und einem ausgeprägterem fibrotischen Um-

bau zurückzuführen. Des Weiteren weist das Diaphragma auch bei den über zwölf Monate 

alten Mäusen die stärksten dystropathologischen Veränderungen von allen Muskeln auf. 



	

	 61 

Von besonderem Interesse ist eine differenzierte Analyse der Zytokine für die stattfindenden 

Regenerationsvorgänge nach einer Muskelschädigung. Die M1/Th1-Antwort mit dem Über-

wiegen der Zytokine trägt maßgeblich zum Abbau des geschädigten Muskels, sowie zur 

Proliferation von Satellitenzellen, bei. Die M2/Th2-Antwort ist an der Differenzierung von 

regenerierenden Muskelfasern beteiligt. Wird nun durch Immunsuppressiva einer dieser 

Wege komplett gehemmt, ist eine Muskelregeneration nicht regelrecht möglich. Die Ana-

lyse der Regenerationsprozesse war nicht Gegenstand der aktuellen Studie und sollte im 

Verlauf noch detaillierter untersucht werden.  

 

Neben den Zytokinen und Chemokinen sind verschiedene entzündliche Zellen an der Pro-

gression der mdx-Pathologie beteiligt. Dazu zählen die Infiltration von Makrophagen und 

T-Zellen. In der aktuellen Studie findet sich eine statistisch signifikant verringerte Inflam-

mation mit Makrophagen und CD4-positiven T-Zellen unter der immunmodulierenden The-

rapie mit IgG. Passend dazu war es in der Frühphase der Erkrankung ebenfalls zu einer re-

duzierten Anzahl von Makrophagen und T-Zellen unter IgG-Therapie gekommen 

(Zschüntzsch et al. 2016). Zahlreiche Studien beschreiben, dass eine Inhibition oder Deple-

tion von Makrophagen oder T-Zellen eine Reduktion myopathischer Umbauvorgänge zur 

Folge hat (Spencer et al. 2001). Auch in unserer Studie zeigte sich dieser Zusammenhang 

und eine gleichzeitige Reduktion der myopathischen Veränderungen durch die immunmo-

dulierende Therapie gegenüber Kontrollgruppen, was sich in einem verringerten CNI in Dia-

phragma, M. gastrocnemius, M. tibialis anterior und M. quadriceps femoris äußerte. Jedoch 

zeigte unsere Studie in allen Gruppen eine hohe Variabilität der Muskelfaserdurchmesser, 

zudem wurde der mittlere Faserdurchmesser nicht durch die Behandlung beeinflusst. In ver-

schiedenen Studien konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass eine freiwillige Laufradnut-

zung nicht zu einer Exazerbation der dystrophen Veränderung im Muskel von mdx-Mäusen 

führt (Landisch et al. 2008; Baltgalvis et al. 2012). Die Reduktion des CNI bei langfristiger 

IgG-Therapie bestätigt die Beobachtungen von Zschüntzsch et al. (2016), welche ebenfalls 

einen reduzierten CNI in Diaphragma und M. quadriceps femoris nach einer dreimonatigen 

Therapie nachwiesen. In den bisherigen Studien zeigten sich gegensätzliche Ergebnisse zur 

CNI-Reduktion durch eine GS-Therapie (Anderson et al. 1996; Baltgalvis et al. 2009; Weller 

et al. 2012). Die hohe Variabilität der Faserdurchmesser ist kennzeichnend für mdx-Muskeln 

und wird auf den sich wiederholenden De- und Regenerations-Zyklus zurückgeführt, sodass 

immer Fasern in verschiedenen Stadien nebeneinander auftreten.  
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Der positive Einfluss einer immunmodulierenden Therapie, wie mit dem in unserer Studie 

verwendeten IgG, spiegelt sich demnach auch in der Muskelpathologie wider, da die Zahl 

der Makrophagen und T-Zellen lediglich reduziert und ihre Einwanderung nicht komplett 

inhibiert wird. Dies ist darin begründet, dass Makrophagen und T-Zellen, wie bereits oben 

beschrieben, keine durchweg schädigende Wirkung haben. Denn in früheren Studien wurde 

eine Förderung des muskulären Wachstums sowie eine Erhöhung der Regenerations- und 

Reparaturprozesse durch Makrophagen beschrieben. In diesem Zusammenhang lassen sich 

die bisherigen negativen Studienergebnisse mit immunsuppressiven Therapien, z. B. mit Ci-

closporin (Kirschner et al. 2010), bei DMD-Patienten erklären. Eine immunmodulierende 

Therapie mit IgG hingegen ermöglicht weiterhin den Ablauf regenerativer Prozesse in der 

Muskulatur von mdx-Mäusen, wie die Ergebnisse unserer paraklinischen Parameter bewei-

sen und sich sekundär auch in den positiven Ergebnissen der klinischen Parameter wider-

spiegelt.  
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5   Zusammenfassung 

Die Muskeldystrophie Duchenne ist mit einer Inzidenz von 1:3500 bei neugeborenen Jungen 

die häufigste erbliche Myopathie. Ursächlich für die Entstehung sind Mutationen im Dys-

trophin-Gen, einem subsarkolemmal gelegenen Protein, dessen Verlust zu Membranschädi-

gung, einer Störung des dystrophinassoziierten Glykoproteinkomplex, Nekrose sowie dem 

bindegewebigem Ersatz der Muskulatur führt. Bis zum definitiven Einsatz von genmodulie-

renden Therapien bleibt der Einsatz von Immunsuppressiva, wie den Glukokortikosteroiden, 

die etablierte Standardtherapie. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass eine 

langjährige Behandlung mit Glukokortikosteroiden das Fortschreiten der Muskeldystrophie 

Duchenne verzögert und die Lebenserwartung der Patienten verlängert. Allerdings ist der 

Einsatz von Glukokortikosteroiden durch ein ungünstiges Nebenwirkungsprofil einge-

schränkt, sodass nach einer alternativen immunsuppressiven Behandlung gesucht wird. Die 

bereits bei anderen Erkrankungen erfolgreich eingesetzten humanen Immunglobuline stellen 

dabei eine weitere, bisher nicht untersuchte, Behandlungsmöglichkeit dar. In einer früheren 

Studie mit mdx-Mäusen wurde bereits erfolgreich eine Behandlung mit humanem Immun-

globulin über drei Monate durchgeführt. Es kam bei den mit Immunglobulinen behandelten 

mdx-Mäusen zu einer stabileren Aktivität im Laufrad und einer höheren Ausdauer in der Ex-

vivo-Muskelkraftmessung gegenüber unbehandelten Kontrollgruppen. Weiter ist es zu einer 

reduzierten Inflammation und weniger myopathischen Veränderungen in der Muskulatur ge-

kommen. 

 

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel den Langzeitverlauf einer Behandlung mit Immunglo-

bulin G über 18 Monate auf diverse klinische und paraklinische Verlaufsparameter zu un-

tersuchen. Als klinische Parameter wurden Laufradaktivität, Ex-vivo-Muskelkontraktions-

kraft sowie Griffkraftmessung und als paraklinische Parameter die Kreatinkinase-Konzent-

ration im Serum, Messenger-Ribonukleinsäure-Expression von relevanten Mediatoren, Zahl 

der CD4-positiven T-Zellen und Makrophagen sowie histopathologische Veränderungen un-

tersucht. 

 

Dabei wurden erstmalig mdx-Mäuse über einen Zeitraum von 18 Monaten mit einer immun-

modulierenden Substanz behandelt und somit der Krankheitsverlauf nicht nur in der akut 

inflammatorischen, sondern auch der chronisch inflammatorisch-dystropathologischen 

Krankheitsphase untersucht. Die Daten der vorliegenden Langzeitstudie unterstreichen die 



	

	 64 

fortbestehende Relevanz der reaktiven inflammatorischen Antwort in dystrophindefizienter 

Muskulatur von 18 Monate alten Tieren. Infolge einer 18-monatigen Therapie mit humanem 

Immunglobin zeigte sich eine Reduktion der myopathischen Veränderungen, eingewander-

ter T-Zellen und Makrophagen in der Skelett- und Herzmuskulatur. Gleichzeitig war die 

Freisetzung des Muskelenzyms Kreatinkinase nach einer Immunglobulin-Behandlung über 

18 Monate verringert. Die Immunglobulin-Behandlung hatte eine Reduktion der Anzahl von 

Muskelfasern mit einem zentralisierten Zellkern zur Folge, was als Indikator für eine Re-

duktion der myopathischen Veränderungen gilt. Die Reduktion der Inflammation sowie der 

myopathischen Veränderungen führte zu einem positiven Effekt auf verschiedene klinische 

Parameter. So kommt es unter der Behandlung zu einem verbesserten Laufverhalten im 

Laufrad und einer höheren Griffkraft. Zudem zeigte sich in den regelmäßig durchgeführten 

Echokardiografien eine verbesserte linksventrikuläre Pumpfunktion. Diese in den paraklini-

schen und klinischen Untersuchungen erzielten besseren Ergebnisse der Tiere mit einer Im-

munglobulin-Behandlung gegenüber den Kontrollgruppen können als Ergebnis des immun-

modulierenden Effektes einer langfristigen Immunglobulin-Therapie angesehen werden. In 

den letzten Jahren gab es zahlreiche Studien zu einer kurativen Gentherapie. In Europa ist 

bisher einzig das Read-through-Medikament Ataluren zugelassen. Zudem ist in den Verei-

nigten Staaten von Amerika Eteplirsen und Golodirsen zugelassen. Da aber nur bei insge-

samt rund 35 % der Betroffenen eine Nonsense-Mutation, eine Mutation im Exon 51 oder 

Exon 53 vorliegt, kommt nur ein geringer Anteil der Betroffenen für eine Therapie mit  

Ataluren, Eteplirsen oder Golodirsen in Frage. Bis es zum routinemäßigen Einsatz von Gen-

therapeutika bei Duchenne-Patienten kommen wird, werden noch Jahre vergehen. Zudem 

wird erwartet, dass eine Immunmodulation bzw. Immunsuppression auch in Zukunft in der 

Kombination mit genkorrigierenden Therapien notwendig sein wird. In den meisten Fällen 

wird eine Muskeldystrophie Duchenne im Kleinkindalter diagnostiziert, sodass bei Beginn 

der etwaigen Gentherapie neben der myopathischen Schädigung bereits ein gewisser Grad 

an Inflammation stattgefunden hat. Die Studien haben gezeigt, dass nur einige der eingesetz-

ten Gentherapien zu einer gleichzeitigen Reduktion der Inflammation führen. Bei einigen 

Gentherapien, zum Beispiel den Therapien mit Adeno-assoziierten Viren, kommt es sogar 

zu einer zusätzlich induzierten akuten oder chronischen inflammatorischen Antwort. Dem-

entsprechend wird auch in Zukunft bei einer genkorrigierenden Therapie eine zusätzliche 

immunsuppressive Therapie nötig sein, und dabei ist ein Einsatz von Immunglobulinen in 

Ergänzung oder als Alternative zu Glukokortikosteroiden denkbar. Auch wenn eine Immun-

globulin-Behandlung kostenintensiv wäre und die Erkrankung nicht heilen könnte, so würde 
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diese Therapie doch eine gut verträgliche immunmodulatorische Therapiealternative für Pa-

tienten mit Muskeldystrophie Duchenne darstellen. Es wäre wünschenswert, wenn weitere 

Studien die präklinischen Ergebnisse unterstützen könnten. Humanes Immunglobulin wird 

seit über 30 Jahren zur Behandlung verschiedener Krankheitsbilder eingesetzt, sodass es 

ausgiebige Erfahrungen über das akute und langfristige Nebenwirkungsprofil gibt. Dies ist 

insbesondere ein großer Vorteil dieses Medikamentes gegenüber den zahlreichen neuen im-

munmodulierenden bzw. immunsuppressiven Medikamenten, welche in den letzten Jahren 

zugelassen worden sind und für die noch keine Daten zu den langfristigen Nebenwirkungen 

vorliegen. 

 

Nach den positiven Ergebnissen einer Immunglobulin G-Behandlung in dieser präklinischen 

Studie über 18 Monate und einer früheren Studie über drei Monate (Zschüntzsch et al. 2016) 

sollte eine klinische Studie bei DMD-Patienten erwogen werden.  
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