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Zusammenfassung

Praparate aus intravendsen Immunglobulinen (IVIG) sind Blutprodukte, welche
bereits in der klinischen Therapie verschiedener entziindlicher, Autoimmun- oder
Immundefizienzerkrankungen  sowie insbesondere im  Bereich  der
Therapieforschung von neurodegenerativen Erkrankungen wie unter anderem

der Alzheimer Demenz (AD) eingesetzt werden.

Der molekulare Wirkmechanismus von IVIG ist noch nicht endgultig geklart.
Hierfir fehlen unter anderem noch préklinische Einschatzungen der
therapeutischen Effizienz von IVIG in Tiermodellen, welche wertvolle
Informationen fur den Wirkmechanismus in vivo liefern konnen. Um Erkenntnisse
uber die Wirk- und Funktionsweise von IVIG in vivo zu erhalten, ist es essentiell,
die murine Reaktion auf humane Antikbrper (murine anti-humane
Antikorperreaktion, MAHA-Reaktion) im Tiermodell zu erfassen, bevor man
immunmodulatorische Therapieversuche starten und folgend auf die
therapeutische Effizienz in vivo riickschliel3en kann.

Basierend auf der Kenntnis, dass humane Antikorper fir das murine
Immunsystem korperfremde Antigene darstellen, muss man davon ausgehen,
dass Mause, denen IVIG injiziert wird eine immunologische Abwehrreaktion
gegen diese korperfremden Antigene generieren. Dies fuhrt potentiell dazu, dass
Antigen-Antikorper-Komplexe ausfallen und somit nicht an der zu
untersuchenden Reaktion teilhaben. AuRerdem wéare es denkbar, dass die
immunologische Reaktion eine Anderung des Verhaltens hervorruft, welche
falschlicherweise als therapeutische Reaktion fehlgedeutet werden kénnte bzw.
diese verfalscht.

Im experimentellen Teil dieser Arbeit wurde C57/B6J-Mausen wochentlich 400ug
IVIG Uber eine Dauer von 12 Wochen intraperitoneal injiziert. Es konnte eine
signifikante MAHA-Reaktion auf das humane Immunglobulin G gemessen
werden. Es kam zu einem signifikanten Anstieg der MAHA-Reaktion in Woche 9.
Eine Anderung in grundlegendem Erkundungs- und Angstlichkeitsverhalten
sowie Kognition konnte nicht begleitend beobachtet werden. Hier belegen wir,

dass die Behandlung von Mausen mit IVIG zwar zu einer erhbhten MAHA-

Vi
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Reaktion ab Woche 10 fiihrt jedoch ohne begleitende Anderung im Verhalten der

Mause.

Resultierend ist es mdglich, pharmakologische und immunologische Aktivitat
sowie die therapeutische Effizienz von IVIG in Tiermodellen Uber eine Zeitspanne
entsprechend unserer Versuchsdauer zu untersuchen. In diesem Zeitraum findet
keine nachweisbare Beeinflussung oder Neutralisation therapeutischer Effekte
von IVIG durch die MAHA-Reaktion statt.

VIl
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Abstract

Intravenous Immunglobulins (IVIG) are blood products of pooled human serum,
which is used in different inflammatory, autoimmune- or immunodeficiency
disorders, especially in experimental research of neurodegenerative diseases

like Alzheimer’s disease.

The detailed mode of action is not well known, yet. Therefore preclinical ratings
of therapeutic efficiency from IVIG in animal models are needed to understand
the mode of action of IVIG in vivo. To gain knowledge about this mode of action
from IVIG in vivo, it is essential to capture the murine reaction of human anti-
bodies (MAHA-reaction) in the animal model. With this knowledge it is possible
to subsequently draw conclusions and deduce on therapeutic efficiency and to

start biological and tests for cognition processes in vivo.

Based on the knowledge that human antibodies are foreign antigens to the
murine immune system, it is reasonable to assume that an immunomodulatory
reaction is caused with the generation of specific antibodies in mice, which were
injected with IVIG. Potentially, there can be a neutralizing effect caused by
forming antigen-antibody-complexes. Bound in complexes, the antibodies might
not be able to take part in the reaction that is examined. Furthermore, it is possible
that the immunological reaction changes the behavior of the tested animals,
which can be misinterpreted as a therapeutic reaction or divert this therapeutic

reaction.

In this thesis C57/B6J mice were injected weekly with 400ug IVIG intraperitoneal
over a period of 12 weeks. There was a significant MAHA-reaction after week 9
without any change in basic behavior like exploratory behavior or fear as well as
cognition. It has been demonstrated that a treatment of wild type mice with IVIG
over a period of 10 weeks causes a significant MAHA-reaction but does not

induce any changes in basic behavior.

Therefore, it is possible to draw conclusions about the pharmacological and
immunological activities as well as therapeutic efficiency of IVIG in animal models

for periods of an examination over a duration comparable to the one evaluated.
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During this period there is no measurable interaction or neutralization of

therapeutic effects caused by a MAHA-reaction.
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I Einleitung

Diese Arbeit untersucht die murine Immunreaktion auf wiederholte intraventse
Injektionen eines Praparates humaner Immunglobuline (IVIG). Dabei wurden
sowohl das Serum als auch das Gehirn der Mause auf Bildung von murinen anti-
humanen Antikérpern (MAHA) untersucht. Des Weiteren wurde mittels dem
Openfield- und Y-Maze-Tierversuch untersucht, ob die immunologische Reaktion
auf das injizierte IVIG-Praparat Auswirkungen auf das grundlegende Verhalten
hat.

Einleitend wird nachfolgend die physiologische Reaktion von Antikorpern im
Organismus beleuchtet und Unterschiede zwischen humanem und murinem

Immunsystem kurz erlautert.

1.1  Immunologischer Hintergrund

1.1.1 Molekularstruktur der Immunglobuline

Antikorper sind frei im Serum vorkommende Immunglobuline (Ig), die meist nach
Kontakt mit einem Antigen von einem B-Lymphozyten gebildet werden. Sie
haben, wie die meisten funktionellen Proteine, eine globulare Form und stellen

einen Teil der humoralen Immunabwehr dar (Clark and Kupper, 2005).

Bei den Wirbeltieren gibt es verschiedene Hauptgruppen von Immunglobulinen.
Die funf wichtigsten sind IgA, IgD, IgE, 1gG und IgM. Diese Hauptgruppen werden
z.T. in weitere Subklassen unterteilt, wie z.B. 19G1, 1gGz2, 1gGs und IgG4, wobei
der Grof3teil aller Immunglobuline beim Menschen dem Typ IgG1 angehort (s.
Abbildung 1, S. 2).

IgG werden von vielen Immunzellen, wie zum Beispiel Makrophagen und neu-

trophilen Granulozyten, auf der Oberflache exprimiert.
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IgG-Anteil in humanem Serum

migGl
HIgG2
migG3

IgG4

Abbildung 1: Durchschnittlicher Anteil der IgG-Subklassen in humanem Serum in
Prozent

Nach (Knezevic-Maramica and Kruskall, 2003)

IgG-Molekille besitzen die fir Antikérper typische Y-formige Struktur. Sie
bestehen aus vier Untereinheiten, von denen immer zwei identisch sind. Eine
Untereinheit wird von einer Polypeptidkette gebildet. Dabei unterscheidet man
zwischen schweren (heavy chains, H-Ketten) und leichten Ketten (light chains,
L-Ketten). Die L-Ketten bestehen aus zwei Immunglobulindoménen a 110
Aminosauren und gehdren entweder dem k- oder dem A-Typ an. Sie bilden den
variablen Teil des Antikorpermolekils. Die H-Ketten bestehen aus zwei
identischen schweren Aminoséureketten (heavy chains), die sich aus etwa 430
Aminosauren zusammensetzen. Sie differenzieren die IgG in ihre Subklassen
IgG1-4und bilden den konstanten Teil des Immunglobulins, die sogenannten
crystallizable fragment-Bereiche (Fc-Bereiche). Dieser Fc-Bereich bestimmt die
funktionellen Eigenschaften des Ig-Molekils. Durch diesen Bereich kann IgG mit
den Fc-Rezeptoren auf Immunzellen, wie Makrophagen, nattrlichen Killerzellen,

Monozyten und Faktoren des Komplementsystems binden und interagieren.
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Aufgrund ihrer Spezifitat spielen die monoklonalen Antikoérper, welche gegen ein
bestimmtes Epitop gerichtet sind, in Forschung und Diagnostik u.a. zum

Nachweis von Antigen-Antikérper-Komplexen eine besondere Rolle.

In dieser Arbeit ist das Hauptaugenmerk auf die IgGi-Molekiile gerichtet, da IgG
der haufigste Isotyp in humanem Plasma ist. Der allgemeine Aufbau aller

Isotypen ist jedoch ahnlich.

1.1.2 Das lgGi-Molekil

Das IgGi-Molekil ist beim Menschen das dominierende Molekul im Serum. Es
wird von Plasmazellen in Milz, Lymphknoten und Knochenmark gebildet und
kann aus den Blutgefa3en in entzindetes Gewebe einwandern. Dort ist IgG1 in
der Lage, das fremde Antigen zu binden und dies zu opsonieren und

agglutinieren.

Das IgGi- Molekil besteht aus jeweils zwei identischen H- und L-Ketten und hat
eine Molekiulmasse von 180kDa (s. auch Abbildung 2, S. 4).
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Antigen
Idiotype
Epitope 4 ~\ A
. . '.‘Tﬁ\ \ { : ) [ f /.
( \ ﬁ}/ b (,? Gy ’ , AN

/

\ 7 C3b- and C4b-binding
region

Fab
(variable region)

Clg-binding region [C,i2 CH2"

~ I~ | Fe
[Cy3| |Cu3|

Fcy receptor types |, I, and I

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines IgG-Molekils und seiner
antigenbindenden Regionen

Erkennbar ist der Aufbau aus zwei leichten L-Ketten und zwei schweren H-Ketten,
welche zusammen die Antigenbindungsstellen mit einer konstanten Region und einer
variablen Region bilden.

Dargestellt sind die Bindungsstellen zwischen IgG und dem Epitop des Antigens Uber
die antigenbindende (Fab)-Region, die Bindungsstellen fir den Komplementfaktor C1q
(Einleitung des klassischen Weges der Komplementaktivierung) sowie fir die aktivierten
Faktoren C3b und C4b (Bestandteil des Membranangriffskomplexes) mit den schweren
Ketten der IgG und den Fcy-Rezeptoren (Typ I, Il und IlI).

V: variable Regionen; C: konstante Regionen; H: schwere Ketten (heavy chains); L.:
leichte Kette (light chains)

Aus: (Kazatchkine and Kaveri, 2001)
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1.2 IVIG

IVIG (intraventse Immunglobuline) ist ein Blutprodukt, hergestellt aus gepooltem
Plasma von Uber tausend humanen Spendern. Diese hochdosierten
Immunglobulinpréparate umfassen ein reprasentatives Spektrum polyvalenter

Antikorper analog zu den Verhaltnissen in humanem Serum.

Groliter Bestandteil der IVIG-Praparate sind mit >98% die Immunglobuline der
Subklasse G (IgG). Die IgG-Subklassenverteilung entspricht der Verteilung im
Normalserum (Bayry et al., 2003a, Lemm, 2002, Klaver et al., 2010).

Seit Uber 30 Jahren wird IVIG zur Plasmaprotein-Ersatztherapie von primaren
und sekundéaren Immunmangelsyndromen verwendet. Neuerdings wird IVIG
auch zur Therapie von Autoimmunerkrankungen und verschiedenen akut
entzuindlichen Erkrankungen eingesetzt (Nakamura et al., 2008, Salama et al.,
1983). Zur Therapie zugelassen sind die Immunglobulinpraparate von der US
Food and Drug Administration (FDA) bereits fur die Therapie primarer
Immundefizienz, idiopathischer thrombozytopenischer Purpura, des Kawasaki-
Syndroms, der chronisch Ilymphatischen B-Zellleukdmie, von chronisch-
entzundlichen demyelinisierenden Polyneuropathien, bei einer Infektion mit dem
humanen Immundefizienzvirus sowie bei Knochenmarkstransplantation.
Weiterhin wird IVIG haufig off-Label zur Therapie vieler weiterer Erkrankungen
eingesetzt, wie z.B. der AD (Katz et al., 1981, Navarro et al., 2012).

1.2.1 Wirkmechanismus von IVIG

Die genauen Wirkmechanismen von IVIG sind noch nicht vollstandig
entschlisselt. Es wirkt tber verschiedene Effekte, u.a. durch Modulation der
Expression und Funktion der Fc- Rezeptoren, Beeinflussung der
Komplementaktivierung und des Cytokinhaushaltes, Bereitstellung von anti-
idiotypischen Antikdrpern und Modulation von B- und T-Zellaktivitat (Novak et al.,
2012, Kazatchkine and Kaveri, 2001, Bayry et al., 2003b, Nimmerjahn and
Ravetch, 2008a, Nimmerjahn and Ravetch, 2008b).
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Tabelle 1: Immunregulatorische Effekte von Immunglobulinpréparaten
Nach: (Kazatchkine and Kaveri, 2001)

Immunregulatorische Effekte von Immunglobulinpraparaten

Fc-Rezeptoren

Blockade der Fc-Rezeptoren auf Makrophagen und
Effektorzellen

Induktion der antikdrpervermittelten Zytotoxizitéat

Induktion des inhibitorisch wirkenden Fcy-Rezeptors 11B
Inflammation

Abschwachung des komplementvermittelten Zellschadens

Abnahme der immunkomplex-vermittelten
Entziindungsreaktion

Induktion anti-inflammatorischer Zytokine
Hemmung der Aktivierung von Endothelzellen
Neutralisation von mikrobiellen Toxinen
Reduktion des Steroidbedarfs

B-Zellen und Antikdrper

Kontrolle des aus dem Knochenmark auswandernden B-Zell-
Repertoires

Negative Signalsendungen durch den Fcy-Rezeptor

Selektive Herunter- und Hochregulation der
Antikorperproduktion

Neutralisierung zirkulierender Autoantikdrper von
Antiidiotypen

T-Zellen
Regulation der Produktion von T-Helferzellen
Neutralisation von T-Zellantigenen
Zellwachstum
Hemmung des Lymphozytenproliferation

Regulation der Apoptose
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Die immunmodifizierende Wirkung der Immunglobulinpraparate halt zumeist drei

bis finf Wochen an (Kazatchkine and Kaveri, 2001).

Bezuglich der Wirkweise von IVIG steht vor allem der Fcy-Rezeptor als
Membranrezeptor des IgG-Isotyps im Fokus. Die konstante Untereinheit der IgG
(Fc) bindet an die Fcy-Rezeptoren und bewirkt dariber die Vernichtung von
Pathogenen durch die Aktivierung der Phagozyten und Einleitung der
Phagozytose sowie durch antikdrpervermittelte Zytotoxizitat. Weiterhin bewirkt
sie die Aktivierung von naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) Gber Bindung an den

FcyRIll, welche Antikérper erkennen und die Zielzellen eliminieren.

Die Strukturen des IgG-Molekils, an denen die unterschiedlichen
Wirkmechanismen ansetzen, sind in Abbildung 2, S; 4 gezeigt. Hier sind sowohl
die Bindungsstellen zwischen dem Immunglobulin und dem Antigen als auch die
Bindungsstellen fur die Komplementfaktoren, wie zum Beispiel C3b oder C4b, als

Elemente des Membranangriffskomplexes gezeigt.

Zu den Fc-Rezeptor modulierenden Effekten von IVIG zéhlt auch die
Hochregulation der Expression protektiver FcyRIIB-Rezeptoren mit anti-
inflammatorischen Effekten. Diese agieren inhibitorisch und bewirken an
Effektorzellen den verringerten Abbau opsonierter Blutplattchen. Die Blockade
dieses Rezeptors fuhrt weiterhin zur Reduktion antikérperabhangiger
zellvermittelter Zytotoxizitat. Diese Eigenschaft wird vor allem als protektiver
Effekt bei Demyelinisierung bei neurodegenerativen Erkrankungen genutzt
(Kazatchkine and Kaveri, 2001, Bayry et al., 2003b, Nimmerjahn and Ravetch,
2008a, Aschermann et al., 2010).

Ein weiterer anti-inflammatorischer Effekt entsteht durch Vermeidung
komplementvermittelter Zytolysen. So verhindert IVIG die Bildung des
Membranangriffskomplexes und bindet an die Faktoren C3b und C4b (s. auch
Abbildung 2, S. 4), welche durch Opsonierung zur Zytolyse fuhren. Weiterhin
konnen Immunglobulinpréparate durch eine Beschleunigung des Umbaus des
Komplementfaktors C3b in seine inaktive Form eine Zytolyse verhindern. Bindet
IVIG an Antigene oder Antikorper, welche in Immunkomplexen vorliegen, so wird

die inflammatorische Aktivitdt des Komplexes vermindert.
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Der wesentliche anti-inflammatorische Effekt von Immunglobulinpréaparaten ist
jedoch die Modulation von Zytokinen und Zytokinantagonisten (Kazatchkine and
Kaveri, 2001, Bayry et al., 2003b). In Endothelzellen blockiert IVIG die Produktion
von TNFa und IL-1B, welche beide Gene fir bestimmte Adhasionsmolekile

transkribieren, die ebenfalls inflammatorisch wirken.

Ein weiterer neutralisierender Effekt griindet sich in der Komplexbildung der
vielen in Immunglobulinpraparaten enthaltenen Autoideotypen mit krankheits-

assoziierten oder pathogenen Autoantikorpern.

Weiterhin beinhaltet IVIG einen kontrollierenden Effekt auf B-Zellkolonien,
welche aus dem Knochenmark in sekundére lymphatische Organe auswandern.
So kénnen zum Beispiel spezifische autoreaktive B-Zellen herunterreguliert

werden (Kazatchkine and Kaveri, 2001).

Welcher Wirkmechanismus entscheidend fir die Behandlung einer spezifischen
Erkrankung ist, ist bisher nicht geklart. Hierfur fehlen u. a. noch die Erkenntnisse
der genauen Reaktionen von Immunglobulinpraparaten in vivo bei gesunden
Mausen zur praklinischen Einschatzung der therapeutischen Effizienz von IVIG

in Tiermodellen.

1.2.2 Nebenwirkungen der Immunglobulintherapie

Im Allgemeinen sind die unerwinschten Arzneimittelwirkungen (UAW) der IVIG-
Therapie in Art und Auspréagung als mild einzustufen. Sie treten bei ca. 5% der

Patienten auf (Kazatchkine and Kaveri, 2001).

Die sofortigen Nebenwirkungen, welche direkt nach der Infusionsgabe
erscheinen, sind meist kurzlebig und &hneln der Grippesymptomatik. Am
haufigsten treten Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen, Schwindel, Fieber,
Mudigkeit, Durchfélle sowie Blutdruckschwankungen und Tachykardien auf
(Kazatchkine and Kaveri, 2001, Wittstock et al., 2003, Hughes, 2004, Novak et
al., 2012). Es wurde jedoch auch tber das Auftreten schwerer Nebenwirkungen

wie thromboembolischer Komplikationen (u.a. Schlaganfall, Herzinfarkt,
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Lungenembolie, periphere Thrombosen), aseptische Meningitis, anaphylaktische
Reaktion und akuter Niereninsuffizienz berichtet, welche meistens zu einem
spateren Zeitpunkt aufgetreten sind (Kazatchkine and Kaveri, 2001, Pierce and
Jain, 2003, Wittstock et al., 2003, Katz et al., 2007, Schenk, 2002, Dodel and
Bacher, 2008).

Da unsere Versuchsdauer lediglich zwolf Wochen umfasst, sind keine dieser
schwerwiegenden Nebenwirkungen zu erwarten. Die leichten grippeartigen
Nebenwirkungen jedoch kénnen als interner Faktor Einfluss auf das Angstniveau
und damit ggf. Einfluss auf das Explorationsverhalten haben (Bats et al., 2001,
Crawley et al., 1997, Suarez and Gallup, 1981 (August)).

1.3  Anti-humane und Anti-murine Antikérperreaktionen

1.3.1 HAMA-Reaktion

Die humanen Anti-Maus Antikorper (HAMA) sind heterophile Antikdrper, welche
als Immunantwort des menschlichen Koérpers auf den Kontakt mit monoklonalen
Antikdrpern (mAbs) murinen Ursprungs gebildet werden (Hosono et al., 1992,
Gruber et al., 2000, Goto et al., 2010).

Murine monoklonale Antikdrper mit Spezifitdt fur tumorassoziierte Antigene
werden mehr und mehr diagnostisch (beispielsweise zur Immunszintigrafie)
sowie therapeutisch (z.B. zur Immunsuppression nach Organtransplantation, zur
Unterdrickung von  Rejektionskrisen  oder  akuter  Schibe  (bei
Autoimmunopathien) eingesetzt. Die murinen Antikérper werden im
menschlichen Organismus als Antigen erkannt und so fihrt die Applikation der
monoklonalen Maus-Antikérper im Patienten zu einer Immunantwort mit
Induktion von polyklonalen HAMA. Diese Antikérper binden mit geringer Affinitat
sowohl ihr spezifisches Antigen als auch an diverse andere Rezeptoren anderer
Substanzen. So kommt es beim Einsatz in der Diagnostik bei Immunoassays,
z.B. durch Quervernetzung, zur Maskierung des eigentlichen Ergebnisses.
Therapeutisch haben HAMA durch Komplexbildung mit ihrem entsprechenden
Antigen eine neutralisierende Wirkung bzw. nehmen nicht an der untersuchten
Reaktion teil. Bei zunehmender Therapielange verstarkt sich die HAMA-

Reaktion, so dass es bei wiederholten Dosierungen zur Einschrankung der
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therapeutischen Wirkung kommt (Tjandra et al., 1990, Gruber et al., 2000, Oei et
al., 2008, Goto et al., 2010, Sevier et al., 1981).

Zur Detektion und zum quantitativen Nachweis dieser HAMA werden seit Gber
zwanzig Jahren erfolgreich ELISAs mit monoklonalen Detektions-Antikorpern
eingesetzt (Seccamani et al., 1989, Tjandra et al., 1990, Papoian, 1992, 1993,
Kimball et al., 1995, Gruber et al., 2000), (Klee, 2000, Thorpe et al., 2003,
Azinovic et al., 2006, Goto et al., 2010, Koshida et al., 2010, Sevier et al., 1981).
Um die Immunreaktion gegen therapeutisch und diagnostisch eingesetzte murine
Antikérper zu vermeiden, sind die mAbs heute fast alle humanisiert. Ein
minimales immunogenes Restpotential bleibt jedoch und so konnten analog in
einigen Fallen eine humane anti-humane Antikorperreaktion (HAHA)
nachgewiesen werden (Nechansky, 2010). Eingesetzt werden diese humanen
Antikorper zum Beispiel zur passiven Immuntherapie von Krebserkrankungen
(Szolar et al., 2006).

1.3.2 MAHA-Reaktion

Vergleichend zur HAMA-Reaktion ist auch eine murine anti-humane Antikorper-
Reaktion (MAHA-Reaktion) nachweisbar. MAHA haben eine Spezifitat fur
humane Immunglobuline und so initiiert eine IVIG-Injektion eine murine
Immunreaktion auf das Fremdprotein: Es kommt zur Ausbildung anti-humaner
Antikdrper. Diese MAHA interagieren vermutlich mit humanen Antikorpern,
welche in murinen Tiermodellen gegen diverse Erkrankungen getestet werden
und neutralisieren ggf. die therapeutischen Effekte (Loeffler et al., 2012). Das
Ausmal’ der MAHA-Reaktion ist weitgehend abhéngig von Dosis, Therapiedauer,
Applikation sowie von vorherigem Kontakt zu humanen Immunglobulinen. Die
Reaktion selbst entsteht wenige Tage nach der IVIG-Gabe. Trotz vieler
Gemeinsamkeiten gibt es bisher nur drei Verdoffentlichungen, die sich mit diesem
Thema befassen (Dass et al., 2014, Imboden et al., 2001, Loeffler et al., 2012).

Auch wenn nur wenige praklinische Daten zur MAHA-Antwort bekannt sind, so
wird IVIG dennoch in diversen Tiermodellen fur in vivo-Modelle eingesetzt
(Ephrem et al., 2008, Olivieri et al., 2010).

10
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Die MAHA-Reaktion wurde bereits im Vorfeld von Imboden und Murphy et al.
beschrieben. Sie stieBen auf eine Abnahme eines murinen Antikdrpers nach
Gabe eines humanisierten Immunglobulins und detektierten ab dem vierten Tag
eine MAHA-Reaktion mittels ELISA an 23 Mausen (Imboden et al., 2001).
Imboden und Murphy quantifizierten diese MAHA-Reaktion Uber einen MAHA-
ELISA, welcher als Vorlage zum MAHA-ELISA dieser Versuchsreihe dient.

Neuste Erkenntnisse wurden 2012 von Loeffler et al. veroffentlicht. Uber einen
Zeitraum von sechs Wochen wurden 27 mannliche C57B6/J-Mause wochentlich
mit IVIG behandelt und ebenfalls deren MAHA-Reaktion mittels dieses ELISA
quantifiziert. Auch in dieser Versuchsreihe konnte bei immunkompetenten
M&ausen nach 5-6 Tagen eine Immunantwort mit MAHA nachgewiesen werden
(Loeffler et al., 2012).

1.4  Unterschiede im Immunsystem zwischen Mensch und Maus

Das Immunsystem von Mensch und Maus unterscheidet sich u.a. durch die
Rezeptorexpression sowie den Immunglobulinsubtypen. Wahrend der im
Versuch eingesetzte Stamm von C57/B6J-Mausen die Immunglobulinarten IgA,
IgD, IgE, IgM und IgG mit folgenden Subtypen 1gGi,2b, 2c, 3 produziert, exprimiert
der Mensch hingegen IgA1und 2, 19D, IgE, IgM sowie 1gG1-4 (Haley, 2003, Mestas
and Hughes, 2004, Aschermann et al., 2010).

Auch wenn verschiedene IgG-Subtypen verschiedene Bindungsmoglichkeiten
oder Komplementaffinitaten haben, besteht in dieser Hinsicht kein signifikanter
Unterschied zwischen den Immunreaktionen. Es bestehen allerdings
Unterschiede in den Mdglichkeiten des Klassenwechsels. So induziert Interleukin
(IL)-4 in der Maus IgG1 und IgE, wohingegen beim Menschen die Expression von
IgG4 und IgE induziert wird. IL-13 bewirkt auf humane B-Zellen einen Wechsel zu
IgE, wéhrend in der Maus keine derartige Wirkung beobachtet wird. Neben
verschiedenen IgG-Subtypen werden von Mensch und Maus folglich auch
verschiedene Fc-Rezeptoren exprimiert. Der Mensch exprimiert IgG-Rezeptoren,
welche in der Maus nicht gefunden werden. Auch der FcaRI-Rezeptor, ein
wichtiger humaner IgA-Rezeptor, wird in der Maus nur in geringerem Umfang

gefunden. Auch die Fc-Rezeptoren der naturlichen Killerzellen werden

11
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beispielsweise beim Menschen deutlich starker aktiviert als bei der Maus (Haley,
2003).

Es bestehen weitere Unterschiede an B-Zellrezeptoren, auf die nicht weiter
eingegangen wird. Zu T-Zellen, deren Rezeptoren und Mediatoren sei
angemerkt, dass in der Maus IL-10 nur von der TH1-Zelle, im humanen
Immunsystem jedoch gleichzeitig von TH1- und TH2-Zellen produziert werden
kann. Dies kann bei gleichem Krankheitserreger zu verschiedenen Reaktionen
fuhren, was bei diesem Versuchsansatz weniger von Bedeutung ist (Mestas and
Hughes, 2004).

12
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Tabelle 2: Vergleich der Immunglobulinklassen verschiedener Spezies

Diese Tabelle vergleicht die Immunglobulinklassen von verschiedenen Tiergattungen.
Aus ihr wird die strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem murinen und humanen
Immunsystem deutlich.

nach (Haley, 2003)

Immunglobulinarten verschiedener Tiergattungen

Gattung lgG IgM IgE IgA IgD
Mensch 9G4, 19G2, + + IgA1, IgA2 +
19Gs, 1gGa4
Nichtmensc + + + +
hlicher
Primat
Hund 19G1, 19G2 + + +
Kaninchen + + + +
Hamster 1gG1, 19G2 + +
Ratte 19G1, + + +
19Ga2a,
1gGab, 1gG
19Gs, 19Ga4
Maus 19G1, + + +
19Ga2a,
19G2p
Meerschwei 1gGa, IgG2 + + +
n

1.5 Fragestellung

Aktuell wird 1IVIG mehr und mehr im Bereich der Therapieforschung, besonders
von neurodegenerativen Erkrankungen, wie u.a. der AD eingesetzt. Hier wurde
bereits eine klinische Phase Il Studie durchgefihrt, in der Patienten mit leichter
bis mittelschwerer AD Uber 24 Wochen ein IVIG-Praparat in verschiedenen

13
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Dosierungen injiziert wurde. In dieser derzeit grof3ten Studie zur IVIG-Therapie
in AD Patienten zeigte sich in einem Beobachtungszeitraum von 24 Monaten,
dass die IVIG-Therapie ein sicheres Anwendungsprofil hat (Baxter et al., 1995).
Ein positiver Effekt auf das Gedachtnis konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden (Relkin et al., 2009).

Anlass fur diese Studien war die Erkenntnis, dass naturlich vorkommende
Autoantikorper gegen das Amyloid B-Protein (nAbs-AB) sowohl im Serum als
auch im Liquor gesunder Menschen enthalten sind (Du et al., 2001, Weksler et
al., 2002). Das Amyloid B-Protein (AB) im Serum und Liquor ist ursachlich fur die
Entstehung der Amyloidplaques, welche ein pathognomonisches Merkmal der
AD sind. Weitere Studien belegen, dass die Level dieses Autoantikdrpers bei AD-
Erkrankten nachweislich erniedrigt sind (Neff et al., 2008, Dodel et al., 2004,
Dodel et al., 2002, Mengel et al., 2013, Weksler et al., 2002, DeMattos et al.,
2002). Therapeutische Ansatze mit aktiver und passiver Immunisierung mit AB-
Antikorpern brachten in Tierversuchen deutliche Erfolge. In der Kklinischen
Erprobung in Phase Il mussten zum Teil hingegen, wegen massiver
Nebenwirkungen, einige Versuche vorzeitig abgebrochen werden (Schenk, 2002,
Bard et al., 2000, Schenk et al., 1999, Morgan et al., 2000, Kotilinek et al., 2002,
Gilman et al., 2005).

Die Entdeckung von nAbs-AB in IVIG-Praparaten erbrachte somit eine neue
Therapieoption. In Tierversuchen konnte bereits ein positiver Effekt auf die
Kognition beobachtet werden (Mengel et al., 2013, Istrin et al., 2006, Dodel et al.,
2004, Klaver et al., 2010). Sowohl im Tier als auch in Pilotstudien am Menschen
konnten keine schwerwiegenden Nebenwirkungen beobachtet werden (Dodel et
al., 2013).

Da IVIG bereits in diversen anderen Studien mit transgenen Tiermodellen
eingesetzt wurde (Huang et al., 2010, Magga et al., 2010, Blank et al., 2007a,
Tjandra et al., 1990) und aktuell hinsichtlich neuer Anwendungsgebiete
untersucht wird, ist im Hinblick auf die bekannte HAMA-Reaktion eine Kenntnis
Uber die MAHA-Reaktion in Wildtyp C57/B6J-Mausen unerlasslich far weitere
Versuchsplanungen sowie fir die Interpretation der gewonnenen Daten. So stellt

sich die Frage nach Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen mit MAHA und

14
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der damit verbundenen Anderung bzw. Neutralisierung des therapeutischen oder

diagnostischen Effekts.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Effekte einer elfwdchigen Behandlung
weiblicher C57/B6J-Mausen mit wochentlich 400ug IVIG intraperitoneal (i.p.)
untersucht werden. Bereits seit mehreren Jahren ist bekannt, dass das murine
Immunsystem gegen humane Immunglobuline eine Immunantwort generiert
(Loeffler et al., 2012, Imboden et al., 2001). Da der genaue Wirkmechanismus
noch nicht vollstandig entschlisselt ist, IVIG aber in den letzten Jahren mehr und
mehr in den Fokus der Therapieforschung diverser Erkrankungen geraten ist,

kam es im Vorfeld der Versuche zur Formulierung folgender Fragestellungen:
1. In welchem Ausmal3 wird eine murine Immunreaktion generiert?
2. Ab welcher Behandlungsdauer wird eine murine Immunreaktion generiert?

3. Hat eine IVIG-Behandlung Einfluss auf das grundlegende Verhalten
hinsichtlich des vermehrten Einsatzes in neurodegenerativer

Therapieforschung?

4. Resultierend daraus die Frage, Uber welchen Zeitraum kann im Rahmen
einer praklinischen Studie mit IVIG behandelt werden, bevor

Interaktionsreaktionen entstehen?
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[ Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien und Medikamente mit Angabe von
Konzentrationen, Herstellern und Bezugsquellen sind, ebenso wie die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Kulturmedien, mit den

zugehdrigen Referenzen tabellarisch am Ende des Kapitels aufgefuhrt.

2.1  Technische Installationen

Im Vorfeld der Versuche wurden die Versuchsaufbauten ordnungsgerecht
installiert. Die matt lackierten Apparaturen wurden im Raum ausgerichtet, so dass
das vorhandene diffuse weil3e Licht des Raumes symmetrisch von oben auf die
jeweiligen Versuchsfelder fiel. So wurden diese komplett ausgeleuchtet und
Schattenbildung und Reflektionen vermieden, da diese zu Schwierigkeiten bei
der Objekterkennung und zu Detektionsfehlern fihren kénnen. Der Rearing-
Rahmen des Openfields wurde in die Versuchsapparatur integriert und tber ein
vorgeschaltetes Steuerteil mit dem Computer verbunden. Stromkabel der
Apparaturen und Kameras wurden verlegt.

Die CCD-Kameras von TSE Systems flr VideoMot 2 wurden vertikal und zentral
uber den Versuchsfeldern an Metallsdulen montiert, um die Auswirkungen von
Schwingungen und Bewegungen zu minimieren, welche bei Kameras mit
bodennaher Befestigung beobachtet werden konnten. Die Auswahl des
Bildausschnittes, welcher die Apparatur komplett und méglichst grof3 abbilden
sollte, geschah durch exakte Ausrichtung der Kameras anhand der Kugelgelenke
und Fokussierung auf die Grundebene der Versuchsapparatur. Die Kameras
lieferten die Bildsignale an einen DVD-RAM-Recorder (Uber den Input der
jeweiligen Kamera) fiur die Aufzeichnung und Wiedergabe des Versuchs. Dieser
DVD-Recorder war an einen Videomonitor mit Tastatur geschaltet, so dass Uber
den Computer Steuerung und Einstellungen méglich waren.

Die Software VideoMot2 Programm (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland)
wurde mittels Handbuch ,TSE VideoMot 2 Video activating measuring System
Black and White System Operating instructions® installiert.

Im nachsten Schritt wurden die Versuchseinstellungen vorgenommen. Zuerst

wurden die reellen Apparaturgrof3en mit dem Bildausschnitt kalibriert und die zu
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untersuchenden Bereiche als Versuchsregionen in den einzelnen
Versuchsapparaturen festgelegt und gespeichert.

Zur weiteren Konfiguration der Messmodi gehorte unter anderem die Festlegung
der Werte zur Objekterkennung und -identifizierung mittels Dreipunktdetektion
und Differenzverfahren. So wurden anhand von vorangegangenen Probeldufen
mit C57/B6J-Mausen aul3erhalb der Versuchsgruppen der Objektfilter mit dem
Schwellenwert zur Objekterkennung, minimale und maximale Objektflache,
Mindestbreite und -hohe zur Objektidentifikation sowie die Messpausen
festgelegt. Ebenso wurden Hohe und Dauer des Aufrichtens definiert.

Vor jedem Versuch wurde eine Hintergrundberechnung durchgefihrt, bevor die
Maus mittig im Kafig abgesetzt wurde. Es wurden die Messzeiten mittels
Autostop  (automatisches  Anhalten der  Kameraaufzeichnung  und
Objektregistrierung) festgesetzt: 20 Minuten fur das Openfield und 10 Minuten fur
das Y-Maze, um bei allen M&ausen eine gleiche Versuchsdauer zu garantieren.

Mittels dieses Aufbaus war es méglich, Videos der Versuche per DVD-Recorder
zu speichern und wiederzugeben. Zur Auswertung der Versuche konnten die
Aufzeichnungen der gelaufenen Wegstrecken zuséatzlich als sogenannte
Trackfiles (Spur) aufgerufen und in verschiedenen Geschwindigkeiten abgespielt

werden.

2.2 Versuchstiere und Tierhaltung
Fur in vivo Experimente beziglich des humanen Immunsystems werden
vornehmlich Mause verwendet, da sich die grundséatzlichen Strukturen der

Immunsysteme von Maus und Mensch sehr ahneln (s. auch Tabelle 2, S.13).

2.2.1 Die C57/B6J-Maus

Im Jahre 1921 paarte Dr. C.C. Little, ein US-amerikanischer Genetiker, die Ge-
schwistertiere ,Weibchen 57“ und ,Mannchen 53“ des Bestandes von Miss Abby
Lathrop, einer Nagetierziichterin. So entstand unter anderem der Stamm der
C57/B-Mause. Seit 1935 gibt es den Unterstamm der C57/B6 Maus, welche eine
gute Zuchtleistung aufweist. Die C57/B6J-M&ause gelten als robust, pflegeleicht

und langlebig, mit wenig kongenitalen Anomalitaten oder Tumorwachstum. Die
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ehemaligen Laboratorien von C.C. Little in Bar Harbor sind heute noch bekannt
als Jackson Laboratories, die grof3te Bezugsquelle von Inzuchtmausen auf der
Welt.

Der C57B/6J-Stamm ist eine vielseitige Zuchtlinie mit einer hohen lokomotori-
schen Grundaktivitat, die zudem Uber eine gute Gedachtnis- und Lernleistung
verfugt und ein geringes an Angst gekoppeltes Verhalten hat (Johnston and File,
1991, Dvorkin et al., 2008). Dieser Stamm ist die Standardinzuchtlinie fur
Verhaltensbeobachtungen in der experimentellen Medizin und besonders gut
geeignet fur Versuchsreihen, in denen eine Abnahme der lokomotorischen
Aktivitat erwartet wird (Crabbe, 1986, Crawley et al., 1997, Deacon, 2006, Frye
et al., 2004). Dieser standardmafige Einsatz bietet dartber hinaus die
Voraussetzung und Grundlage fur die Vergleichbarkeit mit anderen Studien
(Crawley et al., 1997).

Die weiblichen Versuchstiere zeichnen sich durch hoéhere lokomotorische
Grundaktivitditen gegenuber ihren mannlichen Artgenossen aus, bei denen
postpubertar noch eine zusatzliche Abnahme dieser Aktivititen beobachtet
werden kann (Johnston and File, 1991, Kastenberger et al., 2012, Morgan and
Pfaff, 2001, Frye et al., 2004). Da bekanntermal3en die mannlichen M&ause
aggressiver sind als nicht-schwangere und nicht-laktierende Weibchen, welche
sich nur hochst selten gegenseitig angreifen, wurden auch im Hinblick auf die
Haltung in Funfer-Gruppen ausschlie3lich Weibchen fur diese Studie ausgewéahlt
(Gangrade and Dominic, 1984, Lathe, 2004). Gruppen mit jeweils funf
Versuchstieren sind ausreichend grof3, um grof3e Anomalitaten in der Messung
der Bewegung auszuschlieen. Die Bildung groRRerer Versuchsgruppen war

aufgrund des Versuchsablaufs nicht moglich.

Die Versuchstiere wurden entsprechend staatlicher Regelungen und den guiltigen
EU-Richtlinien in den tierexperimentellen Einrichtungen des BMFZ der Phillips-
Universitat Marburg gehalten. Fir die dieser Arbeit zugrundeliegender
Versuchsreihe wurden 110 weibliche C57/B6J-Mause verwendet, die von den
Charles River Laboratories International, Inc. (Wilmington, North Carolina, USA)

bezogen wurden.
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Die 110 weiblichen C57/B6J-Méause wurden in 22 Funfergruppen aufgeteilt und
in Makrolonkafigen Typ Il mit einer Flache von 820 cm? gehalten. Diese Kafige
verfligen Uber einen Drahtdeckel mit Futterraufe und einer Trankeflasche, so
dass der freie Zugang zu Futter (LASQdiet®Rod16, Rad (bestrahlt),
Soest/Westfahlen, Deutschland) und Wasser ad libitum tber den gesamten
Versuchszeitraum gewahrleistet war. Die raumlichen Umgebungsbedingungen
entsprachen den geltenden Standards. Es herrschte eine Raumtemperatur von
22°C (= 2°C), ein Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils zw6lf Stunden (hell von 6:00
bis 18:00 Uhr) und eine Luftfeuchtigkeit von 50-55%.

2.2.2 Behandlung

Die 110 Mause wurden in zwei gleich groRe Behandlungsgruppen aufgeteilt.
Uber den Versuchszeitraum von elf Wochen wurde eine Gruppe (n=55) mit einer
5%-igen IVIG-L6sung behandelt, wahrend die zweite als Kontrollgruppe (n=55)
diente und das Solvens (Phosphatgepufferte Salzlésung, PBS) injiziert bekam.

Zu Beginn der Versuche waren die Mause neun Wochen alt.

Zunachst wurde die IVIG-Stocklésung mit einer Konzentration von 50 mg/ml im
Verhéltnis 1:25 mit PBS verdunnt. Die Injektionen dieser IVIG- Losung erfolgten
mittels einer Sterican Insulin 12mm-Kandle alle sieben Tage i.p. in den rechten
unteren Quadranten. Es wurden alle Tiere der Versuchsgruppe auf diese Art
behandelt. Bei einer wochentlichen Injektion von 0,2ml der Lésung betrug die
IVIG-Dosis 400ug pro Woche. PBS wurde mengenaquivalent und in gleicher

Vorgehensweise der Kontrollgruppe verabreicht.
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Abbildung 3: Behandlungsablauf der C57/B6J-Méause

Die insgesamt 110 Mause wurden aufgeteilt in eine Behandlungsgruppe (IVIG-Injektion) und eine Kontrollgruppe (PBS-Injektion). Jeweils am
ersten Tag der Woche bekamen alle verbliebenen Mause eine Injektion. An Tag 7 der jeweiligen Wochen wurden die Versuche an je 5

Tieren/Gruppe durchgefiihrt, so dass jede Woche insgesamt 10 Mause aus den Behandlungsgruppen ausschieden. Die Behandlungsdauer
betrug 11 Wochen.

Y-Maze-Versuch

= Messung horizontaler und

vertikaler Aktivitat

« Detektion des
Aufenthaltortes

« 20 Minuten Versuchsdauer

* Messung Koérper-und
Milzgewicht

* Blutentnahme

« Entnahme ZNS

« Detektion des
Alternierungsverhaltens
+ 10 Minuten Versuchsdauer

Openfield-Versuch

Probengewinnung

Abbildung 4: Zeitlicher Ablauf der Verhaltensversuche und der Probengewinnung.
Je Gruppe wurden 5 Tiere untersucht, zunéachst 20 Minuten im Openfield-Versuch, nach einer Pause von mindestens 30 Minuten 10 Minuten im

Y-Maze. Nach Durchlaufen der Versuchsapparaturen wurden an Tag 7 jeder Woche der 11 Wochen Versuchsdauer die Messungen des
Korpergewichts und die letale Probengewinnung durchgefihrt.
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2.3  Verhaltensversuche

Alle Tierversuche wurden verantwortungsvoll und gemaR3 der Richtlinien des
Tierschutzgesetzes (TierSchG Abschnitt 5 von 2006; zuletzt geandert 2010;
Erstfassung 1972) und unter Abwagung des medizinischen Nutzens
durchgefuihrt. Die Durchfuhrung aller Verhaltensversuche fand im
Verhaltenslabor des BMFZ statt, in welchem eine dem Standard entsprechende
konstante ~ Temperatur, Luftfeuchtigkeit ~ und Helligkeit herrschte
(Regierungsprasidium GielRen: Genehmigung Tierversuchsvorhaben V-54 - 19 ¢
20-15 (1), Ordnungsnummer 06 / 2008).

In dieser Versuchsreihe kamen zwei Verhaltensversuche zum Einsatz, das
Openfield und das Y-Maze. Sechs Tage nach i.p. Injektion der IVIG- bzw. der
Kontrolllosung wurden die Verhaltensversuche durchgefiihrt. Begonnen wurde
mit dem Openfield, anschlieend wurde der Y-Maze-Versuch durchgefihrt.
Zwischen den beiden Verhaltensversuchen lag jeweils ein Abstand von

mindestens 30 Minuten.

Registriert und ausgewertet wurden die Verhaltensprotokolle von VideoMot2
Programm (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland).

2.3.1 Das Openfield

Das Openfield ist die am haufigsten angewandte, standardisierte Apparatur zur
Darstellung und Bewertung von Erkundungs- und Vermeidungsverhalten bei
Labormausen (Crawley, 1985, Bronikowski et al., 2001). In diesem
Versuchsaufbau wird das Explorationsverhalten untersucht, also die natirliche
Bereitschaft von Mausen neue Gebiete zu erkunden. Eine unbekannte
Umgebung initiiert aufgrund der natlrlichen Neugierde eine motorische Aktivitat
mit gesteigerter horizontaler Fortbewegung und vermehrtem Aufrichtverhalten.
Grundlage des Openfield-Versuchs ist die Arbeitshypothese, dass das
Versuchstier auf der freien Flache der Versuchsapparatur einen
Interessenkonflikt zwischen Erkundungs- und Fluchttrieb erlebt. Die natirliche
Neugier der Nager, neue Gebiete zu erschliel3en, dient der positiven Verstarkung
des Erkundungstriebes, wahrend die Angst auf einer offenen Flache potentiellen
Feinden ausgeliefert zu sein, den Fluchttrieb aufrecht erhalt.
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Um dieses Erkundungs- und Vermeidungsverhalten zu beurteilen, wird die loko-
motorische Aktivitdt der Tiere gemessen. Sie zahlt zu den instinktiven
Verhaltensweisen von Mausen, dient der Orientierung und
Informationssammlung und ist somit in einer neuen unbekannten Umgebung
besonders ausgepragt. Neben der horizontalen ist auch die vertikale Aktivitat,
das sogenannte Aufrichtverhalten zu erwdhnen, welche den Nagern
evolutionsbiologisch dazu dient, eine Ubersicht ber die naheliegende
Umgebung zu erhalten. Um Rickschlisse auf die lokomotorische Aktivitat zu
gewinnen, werden also verschiedene Bewegungsmerkmale, wie die gelaufene
Wegstrecke, die Aufenthaltsorte und das Aufrichten herangezogen (Roth and
Katz, 1979, Crawley et al., 1997).

Einfluss auf die lokomotorische Aktivitat haben sowohl Emotionen, wie zum Bei-
spiel Angst als interner Faktor, als auch externe Faktoren. Erhéht man
beispielsweise die Helligkeit oder die Umgebungsgerausche, so reduziert sich
die lokomotorische Aktivitat (Crawley et al., 1997).

Vorherige Studien haben gezeigt, dass in einer unbekannten Umgebung das
murine Angstniveau initial gesteigert ist und es zu vorsichtigem Explorationsver-
halten kommt. Nach gewisser Zeit gewdhnen sich Mause an ihre Umgebung
(Habituation) und das Angstniveau sinkt (Dvorkin et al., 2008). Es kommt zu
gesteigertem Explorationsverhalten und einer vermehrten Anzahl von Eintritten
in die ungeschutzte zentrale Region. Wenn gentigend Informationen gesammelt
wurden, nimmt das Explorationsverhalten wieder ab.

Steigt jedoch aufgrund interner oder externer Faktoren das Angstniveau, kommt
es zur Abnahme der motorischen Aktivitat, einem verminderten Aufrichtverhalten
und zu einer erhohten Aufenthaltswahrscheinlichkeit im Randbereich der
Versuchsapparatur (Liebsch et al., 1998, Katz et al., 1981, Crawley, 1985).

2.3.1.1 Versuchsapparatur

Die Versuchsapparatur des Openfield (TSE Systems, Bad Homburg,
Deutschland) bestand aus vier Polypropylen-Boxen, die Uber einen
Aluminiumrahmen fest miteinander verbunden waren. In den Rahmen war ein

Rearing-Indikator ~ eingearbeitet, welcher per Infrarotschranke das
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Aufrichtverhalten der Mause registrierte. Fur unsere Versuche wurden aufgrund
der Kameraposition allerdings lediglich zwei Boxen parallel genutzt.

Jede Box hatte eine Grundflache von 50 x 50cm, umgeben von 30cm hohen
wanden. In jeweils zwei gegeniberliegenden Wanden je Box waren 32 Infrarot-
Lichtschrankenpaare in einer Héhe von 6,5cm mit einem Abstand von jeweils
1,5cm installiert. Diese dienten der Registrierung von vertikalen Bewegungen der
Versuchstiere (s. Abbildung 5, S. 24). Zeitliche Begrenzung fur die Messung der
vertikalen Aktivitat waren hier eine minimale Dauer von 100ms und eine
maximale Dauer von 200ms. Die 2500cm? grof3e Grundflache der Kafige wurde
unterteilt in zwei Regionen. Zum einen in eine quadratische innere Flache mit
einer Grol3e von 400cm? (Zentrum), zum anderen die umgebende aul3ere Flache,
welche die innere Flache vollstandig umschloss (Peripherie). Diese umgebende
auRere Flache umfasste eine GroRe von 2100cm? (s. auch Abbildung 6, S. 25).
Die Boxen waren hellgrau und bildeten einen guten Kontrast zu den schwarzen
C57/B6J-Méausen, so dass sich ein Schwellenwert von 220 ergab. Die
Versuchstiere wurden per Dreipunktdetektion erkannt und registriert.
Aufgezeichnet wurde dies von einer Kamera, die 221cm Uber dem Kafigboden

befestigt war.
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Abbildung 5: Versuchsapparatur des Opernfields zur Messung der
lokomotorischen Aktivitat.

Sie wird gebildet von zwei hellgrauen Versuchsboxen mit Plexiglas-Einsatzen im Bereich
der Infrarotsensoren an je zwei gegentberliegenden Wanden.
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Abbildung 6: Versuchsregionen des Openfield

Diese Abbildung zeigt die Apparatur des Openfieldversuchs von oben. In den zwei
benutzten Boxen sind jeweils die im Vorfeld definierten zentralen und die peripheren
Regionen eingezeichnet. In Box 1 sind diese jeweils mit einer 1 beschriftet und in Box 2
mit jeweils einer 2. Der Punkt () bezeichnet die Detektion einer Maus.

2.3.1.2 Versuchsdurchfiihrung

Alle Versuchstiere wurden einzeln zentral und ohne Bewegungseinschrankung
in der schattenfrei ausgeleuchteten Box abgesetzt. Die Versuchsleitung verliel3
den Raum, so dass die Mause uUber eine Zeitspanne von 20 Minuten ohne
Beeinflussung von auf3en beobachtet werden konnten. Alle 100ms wurde per
Dreipunktdetektion registriert, in welchem Feld sich das Tier befindet. S&mtliche
Ortsdnderungen wurden mit der Videokamera aufgenommen und in einem
Verhaltensprotokoll (VideoMot2, TSE Systems) registriert. Aufgezeichnet wurden
die Laufstrecken, die durchschnittliche Geschwindigkeit, die Aufenthaltsdauer

und das Aufrichtverhalten der M&use in den jeweiligen Regionen.

Zwischen den einzelnen Versuchen wurde die Openfield-Versuchsapparatur mit
70%igem Alkohol gereinigt um Beeinflussungen der Mause durch externe Reize

zu verhindern.
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2.3.1.3 Datenanalyse
Zu einer anschlieRenden Auswertung wurde die Haufigkeit, mit der die definierten
Regionen (Feldmitte, Feldperipherie) aufgesucht wurden, das Aufrichtverhalten

und die zuriickgelegte Wegstrecke ermittelt.

2.3.2 Y-Maze

Das Y-Maze ist ein Verhaltenstest, dessen erste Beschreibung tber 30 Jahre
zurlUckliegt. Mittlerweile ist es die gelaufigste Methode zur Erfassung des
spontanen Alternierungsverhaltens und damit des Arbeitsgedachtnisses sowie

des Orientierungsverhaltens von Mausen (Lalonde, 2002, Hughes, 2004).

Werden Labormause in der Y-Maze-Apparatur (s. auch Abbildung 7, S. 27) mittig
abgesetzt, so wird beobachtet, dass Mause es vorziehen, erst einen neuen Arm
als unbekanntes Gebiet zu erkunden, bevor sie den zuvor besuchten Arm erneut
betreten. Dies setzt voraus, dass alle Arme gleich beschaffen sind und die Maus
von extern nicht beeinflusst wird. Somit sollten die Arme typischerweise in einer
sich wiederholenden Reihenfolge abgelaufen werden (R6skam et al., 2010). Das
Y-Maze ermoglicht Uber die Anzahl der Armeintritte eine Bewertung und einen
Vergleich der Nager in ihrer raumlichen Gedéachtnisleistung (Sarter et al., 1988,
Hughes, 2004).

Im zeitlichen Verlauf, wenn genlugend Informationen Uber die Umgebung
gesammelt wurden, nehmen die Aktivitaiten und damit auch das
Alternierungsverhalten wieder ab (Habituation). Beeinflusst wird das
Alternierungsverhalten ebenfalls von Emotionen, wie zum Beispiel Angst. So
zeigt sich bei einem erhéhten Angstniveau eine Abnahme des spontanen
Alternierungsverhaltens und der lokomotorischen Aktivitat (Bats et al., 2001,
Lalonde, 2002).

2.3.2.1 Versuchsapparatur des Y-Maze
Die Versuchsapparatur (TSE Systems, Bad Homburg) war aus hellgrauem PVC
gefertigt. Sie hatte die Form eines Ypsilons mit drei identischen Armen im Winkel

von jeweils 120° zueinander. Alle Arme hatten eine Lange von 30cm und eine
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Breite von 9cm. Umgeben war die Flache von einer Wand mit einer Hohe von
15cm. In den Armen befanden sich weder Futtermulden noch Tiren. Nach oben
war die Apparatur nicht verschlossen. Der Versuchsaufbau befand sich auf einer
erhohten Plattform, 78,5cm tber dem Boden, die Kamera war 161cm uber der

Bodenplatte der Apparatur befestigt.

In den drei Armen wurde jeweils eine Flache von 24 x 9cm? als Versuchsregion
definiert und mit 1,2 und 3 benannt (s. Abbildung 7, S. 27). Die Mitte stellte keine
Versuchsregion dar, daher wurden bei der Auswertung des Versuchs nur die
Flachen (1, 2, 3) der drei Arme bericksichtigt. Die Armeintritte und
Ortsanderungen wurden per Videokamera in zeitlicher Abfolge aufgezeichnet
und anschlie3end ausgewertet.

2.3.2.2 Versuchsdurchfihrung

Abbildung 7: Versuchsapparatur des Y-Maze

Versuchsapparatur des Y-Maze mit den markierten Versuchsregionen 1, 2 und 3 in den
Armen des Y-Maze. Die Mitte wird nicht als Versuchsregion betrachtet.

Die Lautsprecheinrichtung am unteren Bildrand kam in diesem Versuch nicht zum
Einsatz. ebenso wie der Lochtisch auf dem die Aoparatur steht.
Die Mause wurden in der Gabelung der schattenfrei ausgeleuchteten Versuchs-

apparatur mit freiem Zugang zu allen Armen (free-choice-procedure) abgesetzt.
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Die Versuchsdauer lag bei zehn Minuten. Bei dieser Apparatur betrug der
Schwellenwert 60. Gemessen wurde der Aufenthaltsort der Maus ebenfalls
mittels Dreipunkt-Detektion alle 100ms.

Im Verhaltensprotokoll wurden die Haufigkeit der einzelnen Armeintritte, die
Strecken und die verbrachte Zeit in den eingeteilten Regionen sowie die
Gesamtanzahl der Armeintritte des Versuchstieres aufgefuhrt. Erfasst,
aufgezeichnet und ausgewertet wurde dies mithilfe des VideoMot2 Systems
(VideoMot2, TSE Systems).

Nach jedem Durchgang erfolgte auch hier eine Zwischendesinfektion der
Apparatur mit einer 70%igen Alkoholldsung, um olfaktorische Reize zu

eliminieren und eine Beeinflussung der Maus zu verhindern.

2.3.2.3 Datenanalyse

Fur die Auswertung wurde bei den Armeintritten zwischen den Eintritten in den
zuvor verlassenen Arm (,gleicher Arm®), die Eintritte in den vorher aufgesuchten
Arm (,vorheriger Arm“) und der Eintritt in den neuen, nicht unmittelbar vorherig
aufgesuchten Arm (,neuer Arm*) unterschieden. Die Anzahl der tatsachlichen
Wechselfolgen aller drei Arme nacheinander wurde ins Verhaltnis zu den
theoretisch moglichen Wechselfolgen aller drei Arme nacheinander gesetzt.
Dieses Verhaltnis wurde in diesem Test als Indikator fur die Gute des
Arbeitsgedachtnisses verwendet. Weiterhin wurden die gelaufene Wegstrecke
und die durchschnittliche Aufenthaltsdauer in den Armen sowie die Anzahl der

Armeintritte ausgewertet.

2.4 Probengewinnung

2.4.1 Narkose

Um die Gewebeproben der Mause gewinnen zu koénnen, wurden die
Versuchstiere zuvor mit einer Ketamin-Xylazin-Narkose betdubt. Diese setzte
sich zusammen aus Ketamin 10% (100 mg/ml, Wirkstoff Ketaminhydrochlorid)
und Xylazin 2% (20 mg/ml, Wirkstoff Xylazinhydrochlorid).

Die Xylazin-Ketamin-Mischung wurde mit 0,9%iger Natriumchlorid-L6ésung im

Verhaltnis 4:1 verdunnt. Ein Milliliter Narkoselésung enthielt somit 1mg Xylazin,
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sowie 60mg Ketamin. Den Versuchsméusen, die die Verhaltensversuche
durchlaufen haben, wurden jeweils 0,15ml i.p. injiziert.

Nach funf bis zehn Minuten Wartezeit hatte sich eine Vollnarkose mit guter
Analgesie eingestellt, welche mittels Testung der Reaktion (Stellreflex,
Blinkreflex, Schmerzreiz) tberpruft wurde. Bei vorhandenem Ausfall der o.g.
Schutzreflexe erfolgte sofort im Anschluss die Blut- und Organentnahme, um den
Zerfall des Gewebes so gering wie moéglich zu halten. Bei nicht ausreichender
Betaubung wurde den betroffenen Mausen vor der Blut- und Organentnahme

0,05ml der Narkosel6sung nachinjiziert.

2.4.2 Organentnahme und Probengenerierung

Nach ausreichender Narkotisierung der Mause wurde ihr Gewicht mittels einer
handelslblichen Laborwaage bestimmt. Im Anschluss daran erfolgte die Blut-
und Organentnahme.

Nach Fixierung der narkotisierten Maus in Ruckenlage wurde die Brust- und
Bauchhohle mit einer Schere eroffnet. Zundchst wurde das Diaphragma
durchtrennt, der Brustkorb eréffnet und das Herz freigelegt. Die terminale
Blutentnahme erfolgte durch offene Punktion des Herzens in den linken Ventrikel
und wurde unter Sichtkontrolle mittels einer Insulinkanile durchgefihrt. Es
konnten pro Maus 3-5ml Blut gewonnen werden. Dieses wurde in ein
Eppendorfgefall gegeben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur belassen.
Nach der anschlieBenden Zentrifugation (15 Minuten bei 2000g) wurde das
Uberstehende Serum abpipettiert und in Rationen a 100ul separiert. Die
gewonnenen Serumproben wurden in Eppendorfgefal3en bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -80°C verwahrt. Im Anschluss an die Blutentnahme wurde die
Milz freiprapariert, entnommen und auf Eis gelagert um Zellzerfall und
Flissigkeitsverlust zu minimieren. Um spater auf den Immunstatus schlie3en zu
konnen, wurde das Milzgewicht per Feinwaage ermittelt. AbschlieRend wurde die
Milz verworfen.

Im nachsten Schritt erfolgte die Praparation der Schadelhohle. Nach Eroffnung
der Kalotte wurde das Gehirn stumpf abprapariert und enthommen. Die
Gehirnhalften wurden entlang der Mittellinie mit einem Skalpell voneinander

getrennt. Wahrend die rechten Gehirnhalften direkt nach Entnahme in
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Eppendorfgefal3en in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C verwahrt
wurden, wurden die linken Gehirnhélften fir 24 Stunden in Paraformaldehyd
(PFA) bei 4 °C fixiert. AnschlieBend erfolgte nach einer Spilung mit MilliQ die
Konservierung in Ethanol (>99,8 %).

Das Operationsbesteck wurde zur Keimabtdtung nach jeder Entnahme mit einer
70%igen Alkoholldsung gereinigt.

Zur weiteren Aufbereitung wurde das bei -80°C tiefgefrorene Gehirngewebe der
rechten Hemispharen unter Zugabe von T-PER und Complete im Verhaltnis
100:1 bei Raumtemperatur mechanisch homogenisiert, bis ein tribes Lysat
entstand. Verwendet wurden hierfur Pistills fur die grobe Zerkleinerung und
anschlieBend Pipetten fir die feine Zerkleinerung. Die Lysate wurden fur
mindestens zehn Minuten auf Eis gestellt und dann fur weitere zehn Minuten bei
4°C mit 100.000g zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde abgenommen und
unter Zuhilfenahme des BCA Protein Kits und eines Spektrometers die
Proteinkonzentration bestimmt. Nachfolgend wurden die Proben a 100pl

separiert und bei -80°C in Eppendorfgefal3en verwabhrt.

2.5 ELISA zur Bestimmung der MAHA-Antwort

2.5.1 Enzyme linked immunosorbent assay

Zur Konzentrationsbestimmung von Biomolekilen, wie z. B. Immunglobulinen,
werden bevorzugt enzymgekoppelte Immunoassays angewendet. Sie sind sehr
spezifisch und kénnen im optimierten Testsystem Antigene auch bei niedrigsten
Konzentrationen nachweisen und quantifizieren. Diese Tests sind leicht in der
Handhabe und machen sich das Prinzip der Antigen-Antikdrper-Reaktion zu
Nutze. Vor allem beim Durchsatz einer groRen Probenanzahl ist der ELISA
optimal anzuwenden.

Dem Prinzip dieser Methode liegt der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest
(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) zu Grunde. Dieser zeichnet sich
dadurch aus, dass ein Enzym chemisch mit einem Antikdrper oder Antigen
gekoppelt wird. Dabei wird die unmarkierte Komponente an einen festen Trager
gebunden, welcher Proteine in gewissem Malie adsorbiert. Bei den meisten

heute durchgefiihrten ELISAs bindet man das Antigen in die Vertiefungen einer
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Kunststoffmikrotiterplatte und testet die Anlagerung eines markierten
Antikorpers. Die Antigen-Antikbrperbindung wird dann, mit Hilfe einer
enzymatischen Reaktion, die ein farbloses Substrat in ein farbiges Produkt
umwandelt, dargestellt. Schlie3lich wird die Extinktion mit einem Photometer
(ELISA-Reader) bestimmt. Bei vielen nicht kompetitiven ELISAs wird mit dem
Sandwich ELISA gearbeitet (siehe Abbildung 8, S. 32). Dieses Verfahren wird
verwendet, wenn aus einem umfangreichen Proteingemisch ein ganz spezielles
Protein detektiert werden soll (Avrameas and Guilbert, 1971b, Avrameas and
Guilbert, 1971a, Avrameas and Ternynck, 1971, Bora et al., 2002, Engvall and
Perlmann, 1971, Engvall et al., 1971, Gregorius and Theisen, 2001, Murphy et
al., 2009, Porstmann and Kiessig, 1992).
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Abbildung 8: Prinzip des Sandwich-ELISA mit kurzer Erlauterung der einzelnen
Schritte
(nach (Kiote-Schmidt, 2007).

Die Bestimmung der Antigenkonzentration in den Serum- und Gehirnproben
erfolgte mittels Sandwich-ELISA, der aktuell am haufigsten verwendete
quantitative  Immunassay. Alle  Waschschritte  wurden mit dem
Universalwaschpuffer PBS 0.05 %-Tween 20 (pH 7.4) durchgefuhrt und

bestanden aus jeweils 1x Waschen und 3x Spulen mittels ELISA-Waschgerat.
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2.5.2 ELISA des Serum

Im ersten Schritt wurde die 96-well-Microtitierplatte aus Polystyrol gecoated. Es
wurde dazu eine 1:1 Lésung von IVIG (Octagam, Octapharma, Deutschland) und
PBS mit Coatingbuffer auf eine Konzentration von 1:100 000 verdinnt. Die
ELISA-Platten wurden zunachst Uber Nacht bei 4°C mit 100ul dieser Losung je
well inkubiert.

Nach einem Waschdurchgang im automatischen ELISA-Waschgerat wurden die
ELISA-Platten im zweiten Schritt mit je 200ul SuperBlock Blockierungspuffer
(Pierce®, Thermo Scientific, Deutschland) pro well beimpft, um die freien
Bindungsstellen der Platte unspezifisch zu besetzen. Nach zweistindiger
Inkubationszeit wurden die Uberstande mittels ELISA-Waschgerat
abgewaschen.

Im dritten Schritt wurden nun die zu untersuchenden Proben aufgetragen.
Zunachst wurden zwei Standardreihen mit vorgegebenen Konzentrationen des
Antikdrpers hergestellt, um spater durch photometrische Messung der
Farbintensitat der einzelnen Konzentrationen eine Eichkurve anfertigen zu
konnen. Fur die Standardreihen beim ELISA der Blutseren wurden
Stammlésungen mit Mouse-anti-human-Immunglobulin  (BD Biosciences
Pharmingen, New York, USA) mit den Ausgangskonzentrationen 1:500 und
1:250 erstellt. Diese Stammldsungen wurden in PBS jeweils zehnmal 1:3
fortgesetzt verdunnt. Die Serumlésungen wurden 1:50 in PBS geldst und fur die
Dreifachbestimmung in drei Wells a 100ul aufgetragen. Zu Gunsten der
Genauigkeit wurden alle Probenmessungen in Dreifachbestimmung
durchgeflihrt. Die mit Gewebeproben beimpften ELISA-Platten inkubierten tber
Nacht bei 4°C.

Im vierten Schritt wurden die Uberstehenden Antikdrper im erneuten Waschgang
mit dem ELISA-Waschgerat entfernt. Um die Menge der gebundenen murinen
Antikdrper zu bestimmen, wurde eine Konjugatldsung dazugegeben. Diese
bestand aus einem an Meerrettichperoxidase konjugierten monoklonalen Anti-
mouse-Immunglobulin (Goat-anti-mouse IgG POX, Calbiochem, Deutschland)
1:10 000 geldst in Superblock Blockierungspuffer. Nach einstindiger Inku-
bationszeit bei Raumtemperatur wurde der Uberschuss mit dem ELISA-

Waschgerat in einem Waschgang abgewaschen.
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Fur die abschlielRende farbbildende Reaktion diente die Peroxidaselésung TMB
soluble Pierce® (Thermo Scientific Pierce, Deutschland) als chromogenes
Substrat. Nach Zugabe von 100ul TMB soluble je well wurde aufgrund der
Lichtempfindlichkeit von TMB soluble fur 10-15 Minuten abgedunkelt inkubiert.
Die ablaufende Reaktion wurde durch Zugabe von 25yl zweimolarer
Schwefelsaure je well abgestoppt.

Die optische Extinktion wurde direkt im Anschluss mittels eines Photometers
(Tecan i.control) bei einer Wellenlange von 450nm ermittelt.

Anhand der Konzentrationsreihe mit vorgegebenen Konzentrationen des
Antikorpers (Standardreihe) kann durch die kolorimetrische Ermittlung der
Farbintensitat der einzelnen Konzentrationen eine Eichkurve angefertigt werden
und auf die Antikérperkonzentration in den Gewebeproben riickgeschlossen

werden.

2.5.3 ELISA des Gehirn

Fir die ELISA der entnommenen Gehirnproben wurden die Schritte des Coating

und Blocken analog zu den Serum-ELISA durchgefuhrt.

Im dritten Schritt wurden je well 4mg der ZNS-Proben aufgetragen. Die ZNS-
Proben mussten, je nach zuvor gemessener Proteinkonzentration, mit einer
Losung aus T-PER (Pierce®, Thermo Scientific, Deutschland) + Complete (Roche
Applied Science, Mannheim, Deutschland) 100:1 verdinnt werden. Aufgetragen
wurden die Gewebeproben dann a 100ul ebenfalls dreifach 1:50 in T-PER +
Complete (100:1) gel6st. Um einheitliche Lésungsmittel zu verwenden, wurde der
Standard Mouse-Anti-human-Antikdrper ebenfalls in T-PER + Complete (100:1)
auf die Konzentrationen 1:250 und 1:500 verdunnt. Mit diesen beiden
Standardstammlésungen wurden erneut zwei Standardverdinnungsreihen

jeweils zehnmal mit T-PER + Complete (100:1) 1:3 fortgesetzt verdinnt.

Ab Schritt vier sind der Ablauf sowie die Auswertung dann wieder analog zum
Serum-ELISA.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der methodischen Arbeitsschritte des
ELISA im zeitlichen Ablauf.
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2.6  Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels SigmaStat Statistical
Software 3.1 (Statcon, Witzenhausen, Germany) und Excel (Microsoft
Corporation, Seattle/USA).

Fir die beiden Verhaltensversuche wurden eine deskriptive Statistik sowie eine
mehrfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) bei multiplen Vergleichen und
anschlieBender Bonferroni-Korrektur auf Signifikanz durchgefihrt.

Bei der ANOVA wurde eine abhangige Variable (hier: Verhalten der Maus) mit
mehreren unabhangigen Variablen (hier z.B. Therapiegruppe, Zeit etc.)
untersucht. Die abhangige Variable sollte dabei intervallskaliert und
normalverteilt sein. Die unabhéngigen Variablen werden als Faktoren oder
Einflussvariablen bezeichnet und sind fir die Varianz der abhangigen Variable
verantwortlich.

So wurden neben dem Einfluss der einzelnen unabhangigen Variablen auf die
abhangige Variable, auch Wechselwirkungen der unabhangigen Variablen
betrachtet, also ob es Interaktionseffekte gibt und inwieweit die unabhéngigen
Variablen Zeit (Woche 1-11) und Behandlung (IVIG vs. Kontrolle) das Verhalten
beeinflussen.

Hierbei wurde zur Prufung eines signifikanten Unterschiedes zwischen den
Versuchsgruppen getestet, ob die Varianz zwischen den Gruppen groR3er ist als

die Varianz innerhalb der Gruppen.

Im Anschluss wurde eine Bonferroni-Korrektur nach Carlo Emilio Bonferroni
durchgefuhrt. Diese Methode neutralisiert die Fehler-Kumulierungen bei der
Vielzahl der Paarvergleiche, die in dieser mehrfaktoriellen ANOVA durchgefiihrt

wurden.

Die Ergebnisse der Gewebeproben wurden mit deskriptiver Statistik analysiert.
Vergleiche zwischen den beiden Gruppen erfolgten mittels des ungepaarten t-
Tests, der die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass ein Unterschied zwischen den
beiden Behandlungsgruppen statistisch signifikant ist oder nur zufallig besteht.

Der Stichprobenkennwert des t-Tests ist die Differenz der Mittelwerte.
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Die Ergebnisse der Experimente sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittel-
wertes (SEM) dargestellt. Als signifikant galten alle Ergebnisse mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05.

In den Abbildungen wurden die Wahrscheinlichkeiten p<0,05 mit einem
Sternchen (*), p<0,01 wurde mit zwei Sternchen (**) und p<0,001 mit drei

Sternchen (***) gekennzeichnet.
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2.7 Verwendete Materialien
2.7.1 Chemikalien und Kits

Tabelle 3: Chemikalien und Kits

Chemikalie/ Kit Wirkstoff

(Mit Reagent A,
BCA Protein Assay Kit Reagent B und Albumin
Standard)

Complete, EDTA-free;
Protease Inhibitor
Cocktail Tablets

TMB soluble

T-PER Tissue .Proteln
Extraction Reagent
Ph.Eur. Polyoxyethylen-

Tween® 20 20-sorbitanmonolaurat,

Polysorbat 20
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Hersteller

Pierce®, Thermo
Scientific, Deutschland

Roche Applied Science,
Mannheim, Deutschland

Pierce® (Perbio),
Thermo Scientific
Pierce, Deutschland

Pierce®, Thermo
Scientific, Deutschland

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
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2.7.2 Losungen und Puffer

Tabelle 4: Losungen und Puffer

Chemikalie

Coating Puffer

Ethanol

PFA,
Formaldehydlésung 3,5-
3,7%, Neutral gepuffert

Schwefelsaure

Superblock®  Blocking

Buffer

Waschpuffer

Konzentration,

Zusammensetzung

0,89 NaCOs
1,479 Na(COs3)2

in 500ml MiliQ (pH=9,6)

Rotipuran ® >99,8%, p.a.

Formaldehydlésung 35-
37%;
Natriumhydrogenphosphat-
dihydrat; di-
Natriumhydrogen-
phosphat- dihydrat;
Demineral. Wasser

2 molar

PBS

0,05%Tween20
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Hersteller,

Bezug

Eigene Herstellung

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe,
Deutschland

Otto Fischar
GmbHand Co. KG,
Saarbrticken,
Deutschland

Eigene Herstellung

Pierce®, Thermo
Scientific,

Deutschland

Eigene Herstellung
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Wasser:

Material und Methoden

Wenn nicht anders beschrieben wurde Milli-Q Wasser verwendet. Das Wasser

wurde entionisiert (VE-Wasser) und anschlieRend durch ein Milli-Q Advantage

A10 Ultrapure Water PurificationSystem gereinigt.

2.7.3 Medikamente und Arzneimittel

Tabelle 5: Medikamente und Arzneimittel

Chemikalie

IVIG

Dulbeco’s PBS (1x), mit
Ca und Mg

Kochsalzlésung

Ketamin 0,1mg

Xylazin

Konzentration

Octagam 50mg/ml

NaCl 0,9%, Glasflasche

Kemint 10%

Rompun 2%
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Bezug

Octagam, Octapharma,

Osterreich

PAA, Pasching, Austria

B. Braun,
AG, Deutschland

Melsungen

Alvetra GmbH,
Neumdinster,

Deutschland

Bayer HealthCare,
Leverkusen,
Deutschland
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2.7.4 Antikorper

Tabelle 6: Antikorper

Antikorper

MAHA Standard

Anti human IgG;: HandL
(Goat) POD

Konzentration

Purified Mouse Anti-
human Ig, kappa light
chain 0,5 mg/ml

1 mg/ml

2.8 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat

Automatische Pipette

Bench

Bildschirm

Typbezeichnung,
Produktname

Research pro®

Hera Safe

Philips, 17

41

Material und Methoden

Hersteller, Bezug

BD Biosciences
Pharmingen, New York,
USA

Calbiochem © Merck
KGaA,
Deutschland

Darmstadit,

Hersteller, Bezug

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Thermo, Scientific,
Deutschland

TSE Systems GmbH,
Bad Homburg,
Deutschland
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CCD-Kamera mit
Objektiv

Computer

ELISA Platten

ELISA Reader

ELISA washer

Feinwaage

Glasflaschen

Grol3e Zentrifuge (xg)

HDD-/DVD-Recorder

ENEO 1316S

Pharmacomp Pentium
4

Microlon, 96K, U-Form.

Bindungskapazitat:
hoch

(LOT: 10401161)

Infinite M200

Biotrak Il

Sartorius
(Produktnummer
YACO1MEZ1)

Biofuge Stratos

(Fabrikatnummer:
40233076)

Modell RH277H
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TSE Systems GmbH,
Bad Homburg,
Deutschland

TSE Systems GmbH,
Bad Homburg,
Deutschland

Greiner Bio-One
International AG,
Kremsmunster,
Osterreich

Tecan Deutschland
GmbH, Crailsheim,
Deutschland

Amersham Biosciences,
USA/Germany

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Schott AG, Mainz,
Deutschland

Kendro, Osterode,
Deutschland

LG Electronics
Deutschland GmbH,
Ratingen, Deutschland,
TSE Systems GmbH,
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Injektionsnadeln

Latex-Handschuhe

Low-bind Reagiergefal3e
1,5ml, 0,5 mi

Low-bind Reagiergefalle
2ml

Multipette

Parafilm

Pipetten

Pipettenspitzen (1000pL,
200 pL, 10 ph)

Pipetto

Pistill

Plastikrohre, Falcon (15
ml, 50 ml)

Sterican (45x12) 26G

NOBAGLOVE®

Eppendorf Research®
(Mehrkanalpipette)

Eppendorf Research®
(Einkanalpipette)

Accu-jet® pro

Eppipistill aus Edelstahl
fur Reaktionsgefalie
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Bad Homburg,
Deutschland

B. Braun, Melsungen
AG, Deutschland

NOBA Verbandmittel
Danz GmbH, Wetter,
Deutschland

Sarstedt AG and Co.,
Numbrecht, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Bemis, Neenah, USA

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Greiner Bio-One
International AG,
Kremsminster,
Osterreich

Brand GmbH+ Co. KG
Wertheim, Deutschland

Schmitt Labortechnik,
Wien, Osterreich

Sarstedt AG and Co.,
NiUmbrecht, Deutschland
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Reagiergefal3e (2ml/
1,5ml/ 0,5 ml)

Selbstklebendes
Abdecktuch

Serologische Pipetten
(25/10/5 ml)

Spektrophotometer

Tuberkulinspritzen 1,0ml

Vernichtungsbeutel

Vortexer

Waage

Zentrifuge

Folidrape 50x50

NanoDrop ND-1000

NORM-JECT®
Insulinspritze, 1ml,
U100

Relax top

Ohaus® Scout

Prod.-Nr.: SC4010

Galaxy 16 DH

Seriennummer;
R712367
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Sarstedt AG and Co.,
Numbrecht, Deutschland

Paul Hartmann AG,
Heidenheim,
Deutschland

Sarstedt AG and Co.,
Numbrecht, Deutschland

Peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

B. Braun, Melsungen
AG, Deutschland

Sarstedt AG and Co.,
Numbrecht, Deutschland

Heidolph Instruments,
Schwabach,
Deutschland

Ohaus, Parsippany, USA

VWR, Darmstadt,
Deutschland
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Il Ergebnisse

Der Ergebnisteil ist untergliedert in die Ergebnisse der Verhaltensversuche und

die Ergebnisse aus den entnommenen Gewebeproben.

110 Mause wurden in die Studie aufgenommen, ein Tier verstarb vorzeitig, so-
dass nunmehr insgesamt 109 Mause im Beobachtungszeitraum auf Ande-rungen
im Verhalten und auf ihren Immunstatus untersucht wurden. Sie haben alle die
Openfield- und Y-Maze- Apparatur durchlaufen, bevor ihnen die Gewebeproben

entnommen wurden.

Die Daten der beiden untersuchten Gruppen, IVIG- und Kontrollgruppe, wurden

als normalverteilt angenommen.

3.1 Auswertung der Verhaltensversuche

3.1.1 Einfluss von IVIG auf Lokomotion und Exploration im Openfieldversuch

Um die Auswirkungen der Behandlung auf das grundlegende Verhalten zu
beurteilen, wurden die motorische Funktion und das Erkundungsverhalten
herangezogen. Gemessen und ausgewertet wurden hierfir sowohl die
horizontale Aktivitat mittels zuriickgelegter Wegstrecke und Aufenthaltsdauer in

den definierten Zonen, als auch das Aufrichtverhalten als vertikale Aktivitat.

Die Auswertung der horizontalen Aktivitdt ergab keinen Einfluss der IVIG-
Therapie auf das untersuchte Verhalten. Die zweifaktorielle Varianzanalyse
zeigte keine signifikanten Differenzen zwischen den Behandlungsgruppen

bezuglich der absolut zuriickgelegten Wegstrecke.

Unabhangig von der Behandlungsart zeigten die Mause beider Gruppen einen
deutlich signifikanten Unterschied in der zurlickgelegten Wegstrecke Uber den
Beobachtungszeitraum von elf Wochen (F(1,10)=9,24, p<0,001). Im
anschlieBenden Post-hoc Tukey Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Wochen 5 vs. 2 (p<0,001), 3 (p<0,001), 4 (p<0,001), 6 (p<0,001),
7 (p<0,001), 8 (p<0,001), 9 (p<0,001), 10 (p<0,001) und 11 (p<0,001) und in
Woche 5 vs. Woche 1 mit einer Signifikanz von p<0,05. Wie Abbildung 10 zu
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erkennen ist, wurde in Woche 5 von beiden Gruppen eine ersichtlich kirzere
Wegstrecke zurtickgelegt. Ein weiterer signifikanter Unterschied zeigte sich in
den zurlickgelegten Wegstrecken der Wochen 1 vs. 9 mit einem

Signifikanzniveau von p<0,05.

Die Aufenthaltsdauer in der zentralen Region wurde nicht durch die IVIG-
Behandlung beeinflusst. Weder Behandlungsart, Behandlungsdauer noch die
Interaktion von Behandlungsart und -dauer zeigten einen Einfluss auf die

horizontale Aktivitat in der zentralen Region (s. Abbildung 11, S. 48).

Auch in der vertikalen Aktivitat liel3 sich kein Einfluss durch eine Behandlung mit
IVIG nachweisen. Die Auswertung des Aufrichtverhaltens zeigte weder in der
absoluten Zahl noch im prozentualen Anteil signifikante Unterschiede. Im
Vergleich des Aufrichtverhaltens in der zentralen Region war jedoch ein Trend
Uber die Behandlungsdauer detektierbar (F(1, 10)=1,3, p=0,086), s. auch
Abbildung 12, S. 49 und Abbildung 13, S. 50.
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Abbildung 10: Explorationsverhalten weiblicher adulter C57/B6J-Mause, beurteilt
anhand der zuriickgelegten Wegstrecke im Openfieldversuch Uber eine
Versuchsdauer von 20 Minuten.

Der Openfieldversuch wurde sechs Tage nach der letzten Injektion von IVIG und PBS
(Kontrolle) durchgefiihrt bei einer Versuchsdauer tiber 11 Wochen.

Die zuruickgelegte Wegstrecke (in Zentimetern) zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Behandlungsgruppen. Deutlich zu erkennen war innerhalb beider
Behandlungsgruppen ein signifikanter Einbruch der Wegstrecke in Woche 5 vs. 2
(p<0,001), 3 (p<0,001), 4 (p<0,001), 6 (p<0,001), 7 (p<0,001), 9 (p<0,001), 10 (p<0,001)
und 11 (p<0,001) (***).

Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Eine Irtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.
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Horizontale Aktivitat im Openfield (b)
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Abbildung 11: Explorationsverhalten weiblicher adulter C57/B6J-Mause, beurteilt
anhand der zurlickgelegten Wegstrecke im Openfieldversuch uber eine
Versuchsdauer von 20 Minuten.

Der Openfieldversuch wurde sechs Tage nach der letzten Injektion von IVIG und PBS
(Kontrolle) durchgefiihrt bei einer Versuchsdauer tiber 11 Wochen.

Aufgetragen wurde die Zeit, die sich die Versuchstiere in der zentralen Region der
Openfield-Apparatur aufgehalten haben (in Sekunden). Bezlglich der Aufenthaltsdauer
in der zentralen Region konnte kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen
oder Uber die Versuchszeit detektiert werden.

Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.
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Vertikale Aktivitat im Openfield (a)
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Abbildung 12: Explorationsverhalten weiblicher adulter C57/B6J-Méause beurteilt
anhand des absoluten Aufrichteverhaltens im Openfieldversuch Uber eine
Versuchsdauer von 20 Minuten.

Der Openfieldversuch wurde sechs Tage nach der letzten Injektion von IVIG und PBS
(Kontrolle) durchgefiihrt bei einer Versuchsdauer tiber 11 Wochen.

Es konnte kein Einfluss der IVIG-Behandlung auf die vertikale Aktivitdt nachgewiesen
werden. Das Aufrichtverhalten der Tiere hat sich zwischen den Gruppen in der absoluten
Anzahl nicht signifikant unterschieden. Es lie3 sich ein Trend im Aufrichtverhalten Gber
den Beobachtungszeitraum von 11 Wochen erkennen. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen Uber die Versuchsdauer detektiert
werden.

Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.
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Vertikale Aktivitat im Openfield (b)
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Abbildung 13: Explorationsverhalten weiblicher adulter C57/B6J-Méause beurteilt
anhand des Aufrichteverhaltens im Zentrum im Openfieldversuch Uber eine
Versuchsdauer von 20 Minuten.

Der Openfieldversuch wurde sechs Tage nach der letzten Injektion von IVIG und PBS
(Kontrolle) durchgefiihrt bei einer Versuchsdauer tiber 11 Wochen.

Es konnte kein Einfluss der IVIG-Behandlung auf die vertikale Aktivitdt nachgewiesen
werden. Das Aufrichtverhalten der Tiere hat sich zwischen den Gruppen in der Anzahl
im Bereich des Zentrums nicht signifikant unterschieden. Bei den IVIG-behandelten
Tieren zeigt sich eine nicht signifikante Zunahme des prozentualen Aufrichtens in der
zentralen Region. Es konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen Uber die Versuchsdauer detektiert werden.

Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.
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3.1.2 Einfluss von IVIG auf Alternation und rdumliches Gedé&chtnis im Y-

Mazeversuch

Im Y-Maze wurde das réaumliche Denken und Arbeitsgedachtnis anhand der
Alternierungen bei den abgelaufenen Armeintritten, der Verweildauer in den

Armen des Y-Maze sowie den absolut zurtickgelegten Wegstrecken untersucht.

Es liel3 sich kein signifikanter Nachweis fur einen Einfluss der IVIG-Behandlung
auf die gelaufene Strecke, die verbrachte Zeit in den Y-Maze-Armen, die Anzahl
der Armeintritte und das spontane Alternierungsverhalten nachweisen. Lediglich
in Behandlungswochen 2 (p<0,05) und 10 (p<0,05) konnte ein signifikanter
Unterschied in der Alternierungsrate zwischen den beiden Behandlungsgruppen
gefunden werden (F(1,10)=2,08, p<0,05). In Behandlungswoche 2 zeigen die
Tiere der Kontrollgruppe eine Alternierungsrate von 50,0% im Vergleich zu den
Tieren der IVIG-Gruppe, welche lediglich mit einer Alternierungsrate von 31,1%
die Arme betreten. In Behandlungswoche 10 hingegen, haben die IVIG-
behandelten Mause mit 45,2% eine deutlich hohere Alternierungsrate als die
Méause der Kontrollgruppe mit 28,6% (s. Abbildung 14, S. 52).

Uber den Versuchszeitraum konnte unabhangig von der Behandlungsgruppe ein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der Gesamteintritte in die Y-Maze-Arme
detektiert werden (F(1, 10)=2,15, p<0,05). Hier fanden sich die Signifikanzen
zwischen Woche 5 vs. 2 (p<0,05) und 9 (p<0,05) (s. Abbildung 15, S. 53).

Ein weiterer signifikanter Unterschied tber den Versuchszeitraum bestand in der
gelaufenen Wegstrecke (F(1, 10)=2,03, p<0,05), welcher sich zwischen Woche
5 und 9 zeigte. In Woche 5 wurde die minimal gelaufene Wegstrecke innerhalb
der gesamt beobachteten Versuchsdauer gemessen mit 1912,3cm in der
Versuchsgruppe bzw. 1838,0cm in der Kontrollgruppe (s. auch Abbildung 16, S.
54). Ein zunehmender Trend konnte bei der verbrachten Zeit in den Armen
beschrieben werden (F(1, 10)=1,898, p=0,056).
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Arbeitsgedachtnis im Y-Maze (a)
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Abbildung 14: Arbeitsgedachtnis weiblicher adulter C57/B6J-Mause im Y-
Mazeversuch anhalt der Alternation Uber eine Versuchsdauer von 10 Minuten.

Alternation in Prozent

Der Y-Mazeversuch wurde sechs Tage nach der letzten Injektion von IVIG und PBS
(Kontrolle) durchgefiihrt bei einer Versuchsdauer tiber 11 Wochen.

Diese Abbildung zeigt den prozentualen Anteil der Alternationen, also der Anzahl der
tatsachlichen Wechselfolgen aller drei Arme nacheinander im Verhdltnis zu den
theoretisch mdglichen Wechselfolgen aller drei Arme nacheinander.

Es konnte kein Einfluss der IVIG-Behandlung auf die gelaufenen Alternationen

prozentual zu der mdglichen Anzahl an Alternationen detektiert werden. Auch ber den
Beobachtungszeitraum von 11 Wochen konnten keine signifikanten Unterschiede
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nachgewiesen werden. In Woche 2 und 10 konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
den Behandlungsgruppen nachgewiesen werden (F(1,10)=2,08, p<0,05).

Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.

Arbeitsgedachtnis im Y-Maze (b)
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Abbildung 15: Arbeitsgedachtnis weiblicher adulter C57/B6J-Mause im Y-

Mazeversuch anhand der absoluten Anzahl der Eintritte in die Arme der Y-
Mazeversuchsapparatur tber eine Versuchsdauer von 10 Minuten.
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Der Y-Mazeversuch wurde sechs Tage nach der letzten Injektion von IVIG und PBS
(Kontrolle) durchgefiihrt bei einer Versuchsdauer tiber 11 Wochen.

Die Anzahl der Armeintritte unterschied sich in den Behandlungsgruppen nicht
signifikant. Unabhangig der Behandlungsgruppe konnte ein signifikanter Unterschied

53



Murine Anti-humane Antikérperreaktion in C57/B6J-M&usen Material und Methoden

(F(10)=2,15, p<0,05) in den Armeintritten Gber die Wochen 2 vs. 5 (p<0,05) und 5 vs. 9
(p<0,05) beschrieben werden.
Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.

Arbeitsgedachtnis im Y-Maze (c)
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Abbildung 16: Arbeitsgedachtnis weiblicher adulter C57/B6J-Mause im Y-
Mazeversuch anhand der zurlickgelegten Wegstrecke Uber eine Versuchsdauer
von 10 Minuten.

Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen beziiglich der
gelaufenen Wegstrecke. Die Wochen 5 vs.9 unterschieden sich in beiden
Behandlungsgruppen unabhéngig der Behandlungsart signifikant (F(1,10)=2,03,
p<0,05)).

Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.
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Arbeitsgedachtnis im Y-Maze (d)

90 -

80 - I
L 70 - { I { I
: ] [ Bl
[J]
o 60 - I
a
£ 50 -
]
g 40 - mIVIG
<
£ 30 - Kontrolle
=)
E"

20 -

10 -

O .

Q/'\/ 0’1/ e’b e’b‘ 0‘0 e‘o e:\ Q:b 60) ,»Q ,\/'\/

O (2 <

So(’ $oé\ \$o‘\’° $o& $o€’° $o€$\ Soe‘(\ $oé\ $o‘\’° $o€,° \$OQ‘§‘

Abbildung 17: Arbeitsgedachtnis weiblicher adulter C57/B6J-Mause im Y-
Mazeversuch anhand der Zeit, die in den Armen der Y-Mazeapparatur verbracht
wurde prozentual zur Versuchsdauer von 10 Minuten.

Gezeigt wird der Anteil der Versuchsdauer, den die Mause in den Armen der Y-Maze-
Apparatur verbracht haben gegeniiber dem Anteil, der in der nicht als Versuchszine
definierten Mitte der Versuchsapparatur. Es konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Behandlungsgruppen detektiert werden. Bezlglich der
Verweildauer kann ein Trend Uber die Behandlungswochen beschrieben werden (F(1,
10)=1,898, p=0,056).

Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.
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3.2 Auswertung von Korper- und Milzgewicht

Die Untersuchung und statistische Auswertung der Koérper- und Milzgewichte
zeigte keinen Einfluss der IVIG-Therapie. Wie erwartet, konnte jedoch eine Ge-
wichtszunahme innerhalb der Behandlungsgruppen lber die zwolf Wochen

Versuchsdauer ermittelt werden.

Bezuglich der Behandlungsdauer zeigten sich somit signifikante Unterschiede im
Kdrpergewicht (F(1,10)=4,4, p<0,001) und Milzgewicht (F(1, 10)=3,1, p<0,05)
unabhangig von der Behandlungsart. Der Tukey-Test ergab signifikante
Unterschiede im Korpergewicht in Woche 1 vs. 10 (p<0,001), Woche 2 vs. Woche
10 (p<0,01), Woche 3 vs. 10 (p<0,01), Woche 4 vs. 10 (p<0,05) und Woche 7
vs.10 (p<0,05). Ebenso findet sich eine Signifikanz in Woche 1 vs. Woche 8
(p<0,01) und Woche 1 vs. 9 (p<0,05) (s. auch Abbildung 18, S.57).

Im Milzgewicht zeigten sich unabhangig der Behandlungsart signifikante
Unterschiede im Tukey-Test zwischen Woche 1 vs. Woche 8 (p<0,01) und Wo-
che 1 vs. Woche 9 (p<0,01) sowie Woche 1 vs. 7 (p<0,05), Woche 1 vs. 6
(p<0,05) und Woche 1 vs. 11 (p<0,05) (s. auch Abbildung 19, S.58).

Bei einem durchschnittlichem Korpergewicht der IVIG-behandelten Tiere von
22,29 in Woche 1 war ein Anstieg auf 25,2g in Woche 11 zu verzeichnen, das
Milzgewicht stieg von 81,2mg auf 126,7mg an. In der Kontrollgruppe wurde ein
Gewichtsanstieg von 22,2g im Mittel auf 25,7g gemessen, das Milzgewicht nahm
von 74mg auf 107,7mg zu. Der prozentuale Anteil des Milzgewichtes am
Korpergewicht zeigte keine Entwicklung (Daten nicht gezeigt).
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Korpergewicht von C57/B6J liber 11 Wochen
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Abbildung 18: Verlauf des Kérpergewichts von weiblichen adulten C57/B6J-
Mausen unter IVIG-Behandlung Uber eine Beobachtungsdauer von elf Wochen.

Das Korpergewicht zeigt uUber die Behandlungsdauer einen signifikanten Anstieg
unabh&ngig von der Behandlungsart (*). Der an die ANOVA anschliel3ende Tukey-Test
ergab Signifikanzen zwischen Woche 1 vs. 10 (p<0,001), Woche 10 vs. Woche 2
(p<0,01), 3 (p<0,01), 4 (p<0,01) und 7 (p<0,05), Woche 1 vs. Woche 8 (p<0,01) und 9
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(p<0,05) unabhangig von der Behandlungsart. Zugunsten der Ubersicht ist lediglich eine
Signifikanz gezeigt.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet. Alle Ergebnisse wurden angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Milzgewicht von C57/B6J liber 11 Wochen
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Abbildung 19: Verlauf des Milzgewichtes von weiblichen adulten C57/B6J-
Mausen unter IVIG-Behandlung Uber eine Beobachtungsdauer von elf Wochen.

Hier ist ein signifikanter Anstieg des Gewichts unabhédngig von der Behandlung zu
detektieren. Der an die ANOVA anschlieBende Tukey-Test ergab signifikante
Unterschiede zwischen Woche 1 vs. Woche 8 und 9 (p<0,01)sowie Woche 1 vs. 6
(p<0,05) und Woche 1 vs.7 (p<0,05) und Woche 1vs. 11 (p<0,05).

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet. Alle Ergebnisse wurden angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

3.3  Auswertung der MAHA-Antwort

Um eine MAHA-Antwort auf das injizierte humane IgG zu erforschen, wurde den
Versuchsmausen Serum und Gehirn entnommen, aufbereitet und mittels ELISA
auf MAHA untersucht.
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3.3.1 MAHA-Antwort im Serum

Die zweifaktorielle ANOVA der ELISA der Serumwerte bezlglich der Antikor-
perkonzentration ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen, lber die gesamte Versuchsdauer konnten auch keine
Unterschiede in der Interaktion Behandlungsart und Versuchswoche festgestellt

werden.

Messbar ist ein leichter Anstieg der AntikOrperkonzentration ab der zweiten
Injektion in der Versuchswoche 2, welche bestandig bis Woche 8 auf diesem
Niveau bleibt. Ab Woche 9, somit nach neun Injektionen, war ein steiler Anstieg
der MAHA-Antwort im Serum zu verzeichnen und ein zunehmender Trend zu
beschreiben (s. Abbildung 20, S.60). In Woche 1 bis 9 konnte innerhalb beider
Gruppen sowie beim Vergleich beider Gruppen kein signifikanter Unterschied
detektiert werden. In der IVIG-behandelten Gruppe konnte ab Woche 10 ein
signifikanter Anstieg gegentber Woche 1 nachgewiesen werden (Woche 1 vs.
Woche 10, t (7) = 2.94, p <0.05; Woche 1 vs. Woche 11, t (7) = 2,92, p < 0.05).

In der Kontrollgruppe konnte mittels t-Test ebenfalls eine signifikante Differenz
zwischen Behandlungswoche 1 vs. 11 nachgewiesen werden (t(7)=2,62,
p<0,05).
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MAHA im Serum von C57/B6J-Mausen
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Abbildung 20: MAHA-Konzentration im Serum von weiblichen adulten C57/B6J-
Mausen unter IVIG-Behandlung Uber eine Beobachtungsdauer von elf Wochen.

Es ist in der IVIG behandelten Versuchsgruppe ab Woche 2 ein Anstieg der MAHA zu
messen, welcher bis Woche 9 konstant bleibt. Ab Woche 9 ist eine deutliche Zunahme
der MAHA erkennbar (Woche 1 vs. Woche 10, t (7) = 2.94, p <0.05; Woche 1 vs. Woche
11, t (7) = 2,92, p < 0.05). In der Kontrollgruppe wurde eine signifikante Differenz
zwischen Behandlungswoche 1 vs. 11 nachgewiesen (t(7)=2,62, p<0,05).

Alle Ergebnisse wurden angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist mit (*), p<0,01 ist mit (**) und p<0,001 mit (***)
gekennzeichnet.

Es war ein Trend bezlglich der MAHA-Konzentration zwischen den Behand-
lungsgruppen nachweisbar (F(1, 10)=3,55, p=0,06). Die Serumkonzentration der
MAHA war in der Gruppe der IVIG-behandelten Tiere héher als in der PBS-
behandelten Kontrollgruppe.

3.3.2 MAHA-Antwort im Gehirn

In den Proben der entnommenen Mausehirne konnte Uber die zwdolfwochige

Versuchsdauer kein Anstieg einer MAHA-Antwort nachgewiesen werden. Auf-
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grund der Verteilung der detektierbaren Werte wurde keine weitere Statistik
angefertigt.

Tabelle 8: MAHA-Reaktion im Gehirn weiblicher Wildtyp C57/B6J-Méause nach
wadchentlicher Injektion von 400ug IVIG i.p..

Gezeigt wird die Antikbrperkonzentration in mg/ml.

MAHA-Reaktion in mg/ml

IVIG Kontrolle

Woche 1 n.d. n.d.
Woche 2 n.d. n.d.
Woche 3 n.d. n.d.
Woche 4 n.d. n.d.
Woche 5 n.d. n.d.
Woche 6 0,89 0,84
Woche 7 0,88 21,48
Woche 8 0,97 n.d.
Woche 9 n.d. n.d.
Woche 10 n.d. n.d.
Woche 11 0,66 0,63
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IV Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der MAHA-Reaktion bzw. den
Auswirkungen einer IVIG-Therapie in C57/B6J-Méausen. Hintergrund hierflr ist
der haufige Einsatz von IVIG in der Therapieforschung von neuropsychiatrischen
und neurodegenerativen Erkrankungen. In diesen Bereichen werden in Studien
gehauft Verhaltensversuche eingesetzt und deren Ergebnisse als primarer
Endpunkt festgelegt (Hughes et al., 2009). Auch bei diversen anderen
Erkrankungen steht IVIG im Zentrum der Therapieforschung: Die idiopathische
thrombozytopenische Purpura ist ein Einsatzgebiet aus dem Kreise der
autoimmunologischen Erkrankungen in dem [IVIG-Praparate erfolgreich
eingesetzt werden (Huang et al., 2010, Imbach, 2012), ebenso wie bei der
antineutrophilen zytoplasmatischen Antikorper positiven Vaskulitis (Svetlicky et
al., 2012), dem Guillain-Barré-Syndrom (Kuwabara et al., 2001), der chronisch
inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie (Cocito et al., 2002), der
multiplen Sklerose (Lisak, 1998, Sorensen et al., 2002) oder der Myasthenia
gravis (Barth et al., 2011). Aus dem Querschnittsbereich der Dermatologie wurde
IVIG bei zahlreichen Erkrankungen ein positiver Therapieeffekt zugesprochen,
z.B. in der Dermatomyositis (Dalakas et al., 1993), dem Lupus erythematodes
(Shoenfeld and Katz, 2005) oder dem Pemphigus vulgaris (Amagai et al., 2009).
Auch bei Karzinomerkrankungen, wie zum Beispiel bei Sarkom-, Melanom-,
Mamma- oder Kolonkarzinom-erkrankungen sowie der Metastasentherapie

(Schwartz-Albiez et al., 2009) konnte IVIG bis dato erfolgreich eingesetzt werden.

4.1  Ziel der Studie
Der Planung dieser Versuchsreihe gingen Erkenntnisse grof3tenteils aus unserer
Arbeitsgruppe voraus, die sich zu folgenden drei Punkten zusammenfassen

lassen:

1. bei AD-Erkrankten ist der Spiegel von nAbs-AB im Liquor erniedrigt (Du
et al., 2001),

2. der Spiegel von nAbs-A im Serum ist hingegen erhdht (Weksler et al.,
2002);
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3. IVIG enthalt autoimmune polyklonale Antikorper u.a. gegen nAbs-Af
(Dodel et al., 2002)

Daher ruckte IVIG als Therapeutikum in den Fokus unserer Untersuchungen. So
konnte in in vivo-Versuchen mit genmutierten Mausen ein positiver Effekt durch
eine IVIG-Therapie bei einem AD-Modell nachgewiesen werden (Magga et al.,
2010). Desweiteren gibt es bereits Pilotstudien am Patienten der Arbeitsgruppen
um Dodel und Relkin, bei denen IVIG in der AD eingesetzt wurde. Es konnte
jedoch in beiden Studien kongruent ein Absinken der AB-Titer im Liquor
beobachtet werden (Dodel et al., 2004, Relkin, 2008, Relkin et al., 2009). Diese
Studien konnten jedoch bei kleiner Stichprobe noch keinen sicheren Nachweis
einer Verbesserung der Kognition erbringen.

Da das Hauptaugenmerk der Therapieforschung, wie bereits in Kapitel 1.3 und
1.6 beschrieben, in in vivo-Versuchen auf die Maus gerichtet ist, stellte sich uns
die Frage nach der murinen Immunreaktion auf IVIG-Injektionen, da humane
Immunglobuline fur das murine Immunsystem, als korperfremdes Protein, ein
Antigen darstellen. So formulierten wir die Hypothese, dass eine IVIG-
Behandlung der Maus, wunabhangig von der zu untersuchenden
Grunderkrankung, zur Auslosung einer humoralen Immunreaktion mit Bildung
spezifischer 1gG durch Plasmazellen fuhrt. Ergebnisse von Loffler et al. und
Imboden et al. stitzten diese Vermutung (Imboden et al., 2001, Loeffler et al.,
2012).

Diese vorliegende Studie sollte klaren, wann und wie stark die sogenannte
MAHA-Reaktion ausgebildet wird und ab wann Interaktionsreaktionen auftreten

kénnen und welche Auswirkungen diese Reaktionen auf das Verhalten haben.

4.2  Ausgangslage/ Studienlage

Erstmalig 2001 wurde eine MAHA-Reaktion durch die Arbeitsgruppe Imboden et
al. gemessen und beschrieben. Im Rahmen einer Untersuchung zur Expression
eines Rezeptors nach Behandlung mit einem humanisierten Antikérper
(Fusionsprotein), konnte die Arbeitsgruppe nach flinftdgiger Behandlung mit dem

humanisierten Antikérper (~98% IgG1) eine Abnahme der Aktivitat nattrlicher

63



Murine Anti-humane Antikérperreaktion in C57/B6J-M&usen Diskussion

Killerzellen im Serum nachweisen. Vorangegangen war ein Anstieg bis zum
Behandlungstag 3. Daraufhin flihrte die Arbeitsgruppe von Imboden einen ELISA
auf MAHA durch, um mégliche Komplexbildung beurteilen zu kénnen und damit
den Abfall der Aktivitat der NK-Zellen zu erklaren: Es wurde die Entstehung einer
MAHA-Antwort nach vier Tagen bzw. nach drei Injektionen a 15ug mit dem
humanisierten Antikorper beschrieben. In den ersten beiden Tagen liefl3 sich
keine MAHA-Antwort nachweisen. Im weiteren Verlauf des Versuchs nahm die
MAHA-Antwort bis zur letzten Blutentnahme an Tag sieben (zwei Tage nach der

letzten IVIG-Injektion) stetig zu.

Bei einer zweiten Bolusbehandlung der Mause im weiteren Verlauf (drei Wochen
nach der funftagigen Behandlung) mit diesem humanisierten Antikdrper wurden
diese rasch von den gebildeten murinen Antikérpern durch Komplexbildung aus
dem Blutkreislauf eliminiert. So liel3 sich dieser zwei Stunden nach der Injektion
des humanisiertem Antikérpers bereits nicht mehr im Serum nachweisen
(Imboden et al., 2001).

In einer neueren Veroffentlichung aus dem Jahr 2012 von Loeffler et al. wurde
eine MAHA-Reaktion auf rezidivierende IVIG-Injektionen an 27 mannlichen
C57/B6J- Mausen gemessen. Den Tieren wurde woéchentlich fur eine Dauer von
sechs Wochen 1g/kg Koérpergewicht i.p. injiziert. Es wurde bei nahezu 90% der
immunkompetenten C57/BI6 Méause eine volle Immunreaktion mit Bildung von
MAHA gemessen. Nach der dritten Injektion war die MAHA-Konzentration 23fach
erhdht gegenidber dem Ausgangswert. Auch diese konnten mithilfe des MAHA-
ELISA nachgewiesen werden (Loeffler et al., 2012). Untersucht wurden neben
der MAHA-Reaktion im Serum aulRerdem hamatologische Aspekte, wie die
Zusammensetzung der Blutbestandteile sowie Nierenretentionsparameter zur
Beurteilung der Nierenfunktion. Ein aussagekraftiges Ergebnis fand sich nicht.
Es zeigte sich ein unspezifischer Abfall der weil3en und roten Blutkdrperchen,
des Hamoglobinwertes und des Hamatokrits. Der Serumharnstoff zeigte
hingegen einen unspezifischen Anstieg Uber die Versuchsdauer von sechs
Wochen. Eine histologische Untersuchung auf Veranderungen an Herz, Milz,

Leber und Niere erbrachte ebenfalls keinen Nachweis einer Anomalitat.
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In einem aktuellen Artikel ver6ffentlicht von Loeffler et al. im Jahr 2014 diskutieren
Loeffler et al. die in 2012 gewonnenen Informationen erneut. Es wurde eine
Follow-up-Studie mit 20 diesmal weiblichen C57/B6J-Mausen zur Evaluation der
hamatologischen Ergebnisse angeschlossen. Die zweite Studie erbrachte jedoch
keinerlei hamatologische Verédnderungen, so dass die in der ersten Studie
gewonnenen Ergebnisse nachtraglich eher als physiologische Schwankungen
gewertet wurden, als eine spezifische Reaktion auf die IVIG-Behandlung (Dass
et al., 2014).

Laut aktueller Datenlage sind die spezifischen Wirkmechanismen von IVIG noch
immer nicht ausreichend geklart und noch liegen keine weiteren Informationen

fur die Reaktion von IVIG in Wildtyp-M&ausen vor.

Neben den o.g. Studien, die den Schwerpunkt auf die immunologische Reaktion
gelegt haben, gibt es keinerlei spezifische Untersuchung des Einflusses von IVIG
auf das Verhalten von Versuchsmausen. Provozierte Anderungen im Verhalten
sind als in vivo-Reaktion die wichtigste Auswirkung einer Therapietestung. Daher
stellte sich uns die Frage, wenn IVIG als Therapieoption in diversen
neurodegenerativen Erkrankungen getestet wird, inwieweit die Dbereits
beschriebene MAHA-Antwort das Verhalten moduliert bzw. mit diesem
interferiert. Loeffler et al. beschreibt 2012, dass bei taglicher Beobachtung des
Verhaltens keinerlei klinische Anomalitdten beobachtet werden konnten. Dies
wurde jedoch im Hinblick auf die sogenannten Serumsickness evaluiert. Es sind
keine evaluierbaren Tests aufgefiihrt anhand derer man Anderungen des
Verhaltens verifizieren konnte. Zur Beurteilung der MAHA-Reaktion wurden mit
Augenmerk auf die Verhaltensversuche fir unsere Arbeit somit verschiedene
Parameter ausgewahlt: Hinsichtlich des vermehrten Einsatzes von IVIG auch im
Patienten wurde das grundlegende Verhalten, sowie Lernen und Gedéchtnis als

komplexere Verhaltensweisen in diese Versuchsreihe integriert.

Das Korper- und Milzgewicht dienten als physiologische Parameter zur

Ermittlung des Immunstatus vergleichbar mit der Studie von Loeffler et al. 2012.

Die immunologische Reaktion wurde anhand der MAHA gegen IgGi1 im Blutse-
rum wie bereits von Imboden et al. und Loeffler et al. beschrieben gemessen. Wir

haben unsere Untersuchungen hinsichtlich der Forschung im Bereich der
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neurodegenerativen und -psychologischen Studien um die Bestimmung der
MAHA im Gehirn erganzt. Die MAHA-Konzentrationen wurden, um vergleichbare

Ergebnisse zu erhalten, mittels vorbeschriebenem ELISA gemessen.

4.3  Einfluss der IVIG-Therapie auf das Verhalten von C57/B6J-Mausen

Zur Untersuchung des Verhaltens wurden mit dem Openfield und dem Y-Maze
zweli Verhaltensversuche integriert, welche die grundlegenden
Verhaltensweisen, wie die motorische Aktivitdt und das Erkundungs- und
Vermeidungsverhalten, sowie komplexere Verhaltensweisen wie Lernen und die

raumliche Gedé&chtnisleistung analysieren.

Die Untersuchung von adulten weiblichen C57/B6J-Mausen Uuber eine
Versuchsdauer von zwolf Wochen zeigte keinen signifikanten Einfluss der IVIG-
Behandlung auf das Verhalten der Tiere.

4.3.1 Einfluss der IVIG-Therapie auf das Explorationsverhalten im Openfield

Der durchgefuhrte Openfield-Versuch konnte keinen signifikanten Einfluss der
IVIG-Therapie uber elf Wochen Behandlungsdauer auf das Lokomotions- und

Explorationsverhalten der Versuchsméause nachweisen.

Dennoch gibt es Unterschiede zwischen den Gruppen und Zeitpunkten inner-
halb des betrachteten Behandlungszeitraumes. Bezuglich der horizontalen
Aktivitat wurde eine verringerte Wegstrecke in Woche 5 gemessen ohne dass
dies ein Korrelat in dem prozentualen Anteil in der zentralen Region hat.
Hinsichtlich der vertikalen Aktivitat zeigte sich lediglich ein zunehmender Trend
im Aufrichtverhalten in der zentralen Region Uber die gesamte Versuchsdauer.
Interessant hierbei: Gleichzeitig mit dem Anstieg der MAHA-Antwort im Serum
zwischen Woche 8 und 9 steigt auch das Aufrichtverhalten in der zentralen
Region bei den IVIG-behandelten C57/B6J-Mausen steil an. Aus Abbildung 10,
S. 47 kann entnommen werden, dass die gelaufene Wegstrecke im Openfield in
der IVIG-behandelten Versuchsgruppe korrelierend dazu ab Woche 9 die der
Kontrollgruppe ubersteigt, ohne dass hier ein statistischer Trend detektiert

werden konnte.
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Das Aufrichtverhalten ist eine instinktive Verhaltensweise, welche dem Nager
dazu dient, sich eine Ubersicht tiber die ndhere Umgebung zu verschaffen. Um
den Einfluss aul3erer Faktoren zu minimieren, hat die Versuchsleitung den Raum
verlassen und das Openfield nach jedem Versuch mit Alkohol gesaubert, um
olfaktorische Reize zu eliminieren. Wir gehen in diesem Versuch also von
gleichen Versuchsbedingungen fur jede Maus aus, so dass ein aul3erer Einfluss
als Ursache fiur den beobachteten Trend nahezu ausgeschlossen werden kann
(die Ausnahme bildet Woche 5). Bei gleichen externen Faktoren kann nur ein
innerer  Einfluss, wie zum Beispiel Angst, die Steigerung des
Erkundungsverhaltens der Maus bewirken. Gesteigertes Aufrichtverhalten
korreliert mit einem erhdéhten Angstniveau als emotionalem Einfluss (Crawley et
al., 1997, Katz et al., 1981, Liebsch et al., 1998). Auch in vivo wurde bei Patienten
nach IVIG-Gabe eine erhdhtes Angstniveau beobachtet (persdnliches Gesprach
mit Prof. Dr. Dodel, (Aghamohammadi et al., 2003)).

4.3.2 Einfluss der IVIG-Therapie auf komplexere Verhaltensweisen und das

Gedachtnis im Y-Maze

Auch im zweiten Verhaltensversuch, dem Y-Mazeversuch konnte im Rahmen
dieser Studie kein Einfluss der IVIG-Behandlung auf das Alternierungsverhalten
nachgewiesen werden. Folglich nimmt eine IVIG-Behandlung lber elf Wochen
keinen Einfluss auf das rdumliche Orientierungsverhalten und das

Arbeitsgedachtnis.

Bei naherer Betrachtung der Werte kann auch hier eine Abnahme der gelaufenen
Wegstrecke ab Woche 9, in der die maximal gelaufenen Wegstrecke erreicht
wird, innerhalb der mit IVIG behandelten Gruppe beobachtet werden. Ein
statistisches Korrelat findet sich hierzu nicht (s. Abbildung 16, S.54)

Ein statistischer Trend ist aber bei der verbrachten Zeit in den Armen des Y-Maze
festzustellen. Mit Beginn der MAHA-Antwort im Serum ab Woche 9 ist hier ein
deutlicherer Anstieg in der IVIG-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu
sehen (s. Abbildung 17, S.55). Die Arme des Y-Maze stellen eine geschitzte
Region dar. Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt erlautert, korreliert eine
erhbhte Aufenthaltsdauer in geschitzten Regionen mit einem erhodhten

Angstniveau (Bats et al., 2001, Lalonde, 2002). Zusammen mit der oben
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beschriebenen verkirzten gelaufenen Wegstrecke spricht dies folglich fur
vermehrtes Verharren der Versuchstiere und Sicherung der Umgebung und ist
damit ebenfalls ein Indikator fir ein erhéhtes Angstniveau. In dieser Konstellation
ware eine zusatzliche Messung des Aufrichtverhaltens interessant gewesen. Bei

einem erhdhten Angstniveau ware ein vermehrtes Aufrichten zu erwarten.

4.3.3. Zusammenfassende Ergebnisdiskussion der Verhaltensversuche

Den einzelnen Signifikanzen kénnen aufgrund des fehlenden Verlaufs keine
biologische Relevanz zugesprochen werden. Dennoch sollte erwdhnt werden,
dass es zu verschiedenen Zeitpunkten signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Versuchsgruppen gegeben hat. Betroffen waren hier gro3tenteils Werte
der Woche 5. Hier fand sich im Openfield ein deutlicher Einbruch in der
gelaufenen Wegstrecke, im Y-Maze eine reduzierte Anzahl an Armeintritten
sowie eine schwach verringerte Aufenthaltsdauer in den Y-Maze-Armen. Dieser
klare Einbruch der gemessenen Parameter in Woche 5 unseres
Beobachtungszeitraumes ist im Vergleich mit den Daten der anderen
Versuchswochen sehr ungewdhnlich.

Dieser Einbruch ist in Zusammenhang mit den unglicklicherweise stattgefun-
denen baulichen MalRhahmen an der Abgasfilteranlage im Inneren unserer
Tiereinrichtung zu sehen. Dabei gehen wir davon aus, dass aufgrund der
erhbhten Umgebungslautstarke, verbunden mit einem Ortswechsel der
Versuchstiere in einen anderen Tierstall, die Versuchsmause mit einem erhdhten
Angstniveau die Verhaltensversuche durchlaufen haben. Méglicherweise ist dies
die einfachste und plausibelste Erklarung fir die abweichenden Ergebnisse und

das erhohtes Angstniveau der Tiere.

Da sich die Werte der Verhaltensversuche in der Folgewoche auf ein ahnliches
Aktivitatsniveau wie vor dem Umzug eingependelt haben, postulieren wir eine
stattgefundene Habituation. Dies stutzt die Vermutung, dass der Einbruch der
Werte mit diesem zeitlich begrenzten Ereignis in Verbindung steht. Vergleiche zu
anderen vorangegangenen Studien sind nicht moglich, da bis dato keine

Verhaltensversuche im Zusammenhang mit IVIG-Therapie durchgefuhrt wurden.
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Die beschriebenen signifikanten Unterschiede sind vielmehr fir die statistische
Betrachtung erwahnenswert. Die biologische Bedeutung fir die Uberpriifung
unserer  Arbeitshypothese ist zu vernachlassigen, da in beiden
Behandlungsgruppen zwischen der ersten und der letzten Behandlungswoche
kein signifikanter Unterschied in der lokomotorischen Aktivitat im Openfield und
dem spontanen Alternierungsverhalten im Y-Maze-Versuch zu detektieren war.
Sie spiegelt vielmehr die Variabilitat der Reaktionen und Verhaltensweisen von

Tieren auf externe unspezifische Reize wider (Lathe, 2004).

Wir konnten keine Anderung des Verhaltens sowie keine Verschlechterung oder
Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten durch eine Behandlung mit IVIG
nachweisen. Vergleichen wir dieses Ergebnis mit der Studie von Loeffler 2012 so
kann man zumindest im Hinblick auf die ,serum sickness®, also auf die
systemischen Auswirkungen der Immunreaktion ein &hnliches Ergebnis

postulieren.

4.3.4 Diskussion der Verhaltensmethoden

In den Untersuchungen zum Explorations- und Angstlichkeitsverhalten im
Openfield und dem Kurzzeitarbeitsgedéachtnis im Y-Maze-Versuch wurde der

Fokus auf grundlegende Komponenten gelegt.

Verhalten ist eine Vernetzung verschiedener komplexer Ablaufe in
unterschiedlichen Gefligen, welche vielfaltigen internen und externen Einflissen
und Eigenschaften unterliegen. Es ist zwar nachgewiesen, dass bestimmte
interne und externe Einflisse das Angstniveau und damit das Verhalten der
Mause beeinflussen; ein direkter Einfluss durch die getestete Behandlung konnte
bei den hier durchgefihrten Verhaltensversuchen jedoch nicht nachgewiesen
werden (Bats et al., 2001).

Genetische Komponenten als interne Faktoren sind gekoppelt mit der generel-
len Regulation der lokomotorischen Aktivitat, des Erkundungsverhaltens, dem
Geruchs-, Hor- und Sehsinn, ebenso wie mit Emotionen, wie Angst und Unruhe.
Kein alleiniges, der in den Verhaltensversuchen ublicherweise gemessenen

Verhaltensmerkmale, kann Angstlichkeit oder emotionale Reaktivitat
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widerspiegeln (Crawley, 1985, Crawley et al., 1997, Crawley, 2007, Denenberg,
1969). Erfassbar sind lediglich die Folgeerscheinungen, die an den
Verhaltensanderungen des Versuchstieres zu beobachten sind. Einzelne
Komponenten der komplexen Verhaltensweisen kodnnen objektiviert und
gemessen werden (z.B. gelaufene Wegstrecke, Aufrichtverhalten,
Aufenthaltsdauer in definierten Regionen, usw.). Der Openfield-Test als solcher
kann nur Hinweise auf unterschiedliches Angstverhalten durch die Auswertung

von Laufmustern und Aufenthaltsorten sowie des Aufrichtens geben.

Ein weiteres Problem ist die anschlieende Interpretation der gewonnenen
Daten. So gibt es in der Literatur unterschiedliche Ansichten in der Bewertung
der lokomotorischen Aktivitat. Lister empfiehlt, die Lokomotion nicht als ,Index
der Angst® zu betrachten (Lister, 1990). Jedoch verursachen Angst und
Schmerzen oft das sogenannte ,Freezing“ (die Maus bewegt sich nicht mehr)

und damit eine Verringerung der lokomotorischen Aktivitat (Gerlai, 1996).

Die Heterogenitat der gemessenen Werte ist neben der Individualitat der Tiere
auch auf die technischen Limitierungen der Versuchsapparatur zurtickzufiihren.
So kann die Auswertung erschwert sein, wenn die Maus langsam oder wenig
lauft. Hierbei kann es zur erschwerten oder fehlerhaften Detektion des Tieres
kommen. Sollte eine Maus es sogar schaffen die Versuchsapparatur zu

verlassen, kann die Detektion ebenfalls nicht fortgesetzt werden.

Eine weitere Einschrankung der verhaltensbeobachtenden Methoden liegt in der
Frage, inwieweit die in Tierversuchen erhaltenen Befunde auf den Men-schen
Ubertragbar sind. Es gibt bis heute kein Tiermodell, welches adaquat
diagnostische Kriterien und Behandlungsergebnisse vom Menschen nachahmen
kann. Probleme bestehen bei jeder Art von Tierversuchen unter
Laborbedingungen, da man die Tiere im unnatirlichen Lebensraum halt und
untersucht. ,Konstruierte” Angstversuche an Labornagern kdnnen in Bezug auf
die verschiedenen meist unvollstandig geklarten menschlichen

Angsterkrankungen deshalb nur Kompromisse darstellen (Lister, 1990).

Interessant hinsichtlich der hier untersuchten Frage ware neben einer Studie mit
vergleichbaren Untersuchungen, eine Studie, die Uber zwd6lf Wochen hinaus

Mause hinsichtlich des weiteren Verlaufs ihres Verhaltens unter wochentlicher
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IVIG-Therapie beobachtet. Der Fragestellung, ob sich verzégert auf die
nachgewiesene MAHA-Reaktion eine Verhaltensanderung ergibt, kdnnte somit
nachgegangen werden. Weiterhin wirden Untersuchungen von komplexeren
Verhaltensvorgangen, wie zum Beispiel raumliches Denken und Gedéachtnis oder
emotionales Lernen mit Gedachtnis Erkenntnisse tUber Auswirkungen von IVIG-
Behandlung auf hohere kognitive Funktionen erbringen. Andere
Versuchsansétze zu den untersuchten Gedachtnisleistungen, wie z.B. das Morris
Watermaze kdnnten weitere Ergebnisse zum Vergleich liefern (D'Hooge and De
Deyn, 2001, Morris, 1984). Aufgrund der zeitlichen und technischen Limitierung
konnte im Rahmen dieser Arbeit trotz Kenntnis des knappen Umfangs nur ein

geringer Teil des Verhaltens untersucht werden.

4.3.5 Diskussion beziglich der Versuchstiere

In Verhaltensuntersuchungen werden immer die Reaktionen des Gesamt-
organismus  betrachtet. Fir eine  sichere  Vergleichbarkeit  von
Verhaltensuntersuchungen ist es somit notwendig, die inneren und &uf3eren
Einflisse auf die Mause maximal zu vereinheitlichen. Pranatale Einfliisse unserer
Versuchsmause sind weder bekannt, noch aktuell beeinflussbar. Intrauterine
Einflisse pragen das spatere Verhalten und sind fur die Individualitéat der Mause
verantwortlich (Kastenberger et al., 2012, Ryan and Vandenbergh, 2002). Eine
Entwicklung der Tiere unter mdglichst ahnlichen Bedingungen kann weitere
Einflussvariablen ausschalten (Kastenberger et al., 2012). Daher haben wir
sowohl den gleichen Stamm verwendet als auch die Versuchsméause von nur
einem Zichter bezogen. Aufgrund der Erkenntnis, dass weibliche Mause weniger
aggressiv sind als ihre mannlichen Artgenossen, wurden 110 weibliche C57/B6J
fur diese Studie ausgewabhlt. Die &uReren Umwelteinfliisse, welche das Verhalten
pragen, wurden in unserem Versuch, ebenso wie die oben aufgeflhrten
Einflussfaktoren mdoglichst stressfrei fir die Versuchstiere gestaltet und die
Mause beider Gruppen in Funfer-Gruppen gehalten, bei einem zwdlfstiindigen

Tag- und Nachtwechsel.

Vor und wahrend den Untersuchungen kdnnen externe Stressfaktoren und

andere, spezielle Testsituationen beeinflussende, Faktoren ausgeschlossen
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bzw. ausgeschaltet werden. Wahrend der Versuchsdurchfihrung wurden so
olfaktorische (Reinigung nach jedem Versuchstier) und akustische Einflisse

(Versuchsleitung verlie3 den Raum) weitestgehend minimiert.

Eine Ausnahme bildet die bereits beschriebenen Umbauarbeiten innerhalb der
Versuchswoche 5. Sowohl der Ortswechsel mit begleitender Anderung der
Lautstarke und Geruchsempfindung hat die Tiere offensichtlich beeinflusst. Diese
Anderungen stellen einen enormen externen Reiz auf die Versuchstiere dar.
Dieser betraf alle noch lebenden Versuchstiere gleichermalRen. Dies spiegelt sich
auch in den erhobenen Ergebnissen der Woche 5 wieder. Die Vergleichbarkeit
der Daten kann nur im Vergleich zu den Ergebnissen der Wochen 1-4 in Frage
gestellt werden. Da bereits in Woche 6 wieder ein ahnliches Aktivitatsniveau wie
vor dem Umzug in Woche 4 erreicht wurde, kann ausgeschlossen werden, dass

diese MalRnahme Einfluss auf das gesamte weitere Verhalten hat.

4.4. Korper- und Milzgewicht

Das Korper- und Milzgewicht wurde als physiologischer Parameter der Immun-
antwort herangezogen, da bei der humoralen Immunantwort die
Antigenprasentation in den sekundar lymphatischen Organen stattfindet.
Ausgehend von der Annahme, dass bei Ubermafiger Immunreaktion die Milz
stark an Volumen zunimmt, haben wir das Milz- und Ko&rpergewicht als

Verlaufsparameter herangezogen.

Die Mause kamen im Alter von sechs bis acht Wochen in die tiermedizinische
Einrichtung und hatten nach elf Wochen Beobachtungszeitraum ein Alter von
ca.17-19 Wochen erreicht. Uber diese Versuchsperiode sind Koérper-und

Milzgewicht signifikant angestiegen.

Dieser signifikante Anstieg des Koérper- und Milzgewichtes der weiblichen
C57/B6J-Mausen ist unabhangig von der Behandlungsart womit man einen
Einfluss der IVIG-Behandlung auf die immunologische Funktion der sekundar
lymphatischen Organe, wie z. B. der Milz, ausschlieRen kann. Die bestimmten
Signifikanzen lassen sich mit dem naturlichen Wachstum und der Organreifung

in diesem Alter erklaren.
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Bereits die Studie von Loeffler et al. 2012 maf} das Korpergewicht der Ver-
suchstiere, in dem Fall mannliche C57/B6J-Mause. Es wurde eine
Gewichtszunahme Uber die 43 Tage Versuchsdauer von wenigstens 2g
verzeichnet ohne Hinweis auf eine Anomalitat. Diese Werte sind mit unseren
erhobenen Werten kongruent. Im Durchmesser wurde in beiden Gruppen ein
Zuwachs von 3g gemessen. Auch der errechnete prozentuale Anteil der Milz am

Kdrpergewicht zeigte keinerlei Entwicklung.

4.5 MAHA-Antwort nach rezidivierenden IVIG-Injektionen Uber elf Wochen
Versuchsdauer
Nach einer IVIG-Behandlung tber elf Wochen bildeten alle weiblichen C57/B6J-

Mause vom Wildtyp, wie erwartet, MAHA gegen humane Ig aus.

Die humorale, auch erworbene Immunantwort genannt, ist eine hoch spezifische
Immunreaktion auf ein bestimmtes Antigen. Nach dem spezifischen Erkennen
des fremden Antigens wird dieses in die sekundar lymphatischen Organe
transportiert und dort den antigenspezifischen Lymphozyten prasentiert. Diese
werden durch die Identifizierung ihres spezifischen Antigens aktiviert. Es kommt
zur Differenzierung von Antikorpern, wobei die Lymphozyten zu Effektorzellen
werden, welche Uber das Blutsystem die Pathogene eliminieren. Neben der
Bildung von Antikdrpern kommt es zur Ausbildung eines immunologischen
Gedéachtnisses, welches beim erneuten Kontakt mit dem gleichen oder einem
ahnlichen Erreger eine deutlich beschleunigte Rekrutierung spezifischer
Effektorzellen und Antikérperbildung erlaubt. Die Immunreaktion bei Erstkontakt
dauert Gber drei Tage und schlie3t damit an die angeborene unspezifische

Sofortreaktion an.

451 MAHA-Antwort im Serum

Der Nachweis von MAHA im Serum erfolgte bereits sechs Tage nach der ersten
IVIG-Injektion in Folge der ersten Datenerhebung. Die gemessene MAHA-
Konzentration stieg danach leicht auf ein niedriges Niveau an und hielt sich die
ersten acht Wochen auf diesem Niveau (s. Abbildung 20, S.60). Der

Mechanismus der humoralen Immunantwort erklart, warum in unserem Versuch
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nach der ersten Behandlungswoche ein geringer Anstieg der MAHA-Antwort zu
sehen war und warum die ersten MAHA in den Studien von Loeffler et al. und
Imboden et al. erst vier Tage nach den IVIG-Injektion nachgewiesen werden

konnten.

Vergleichend mit den beiden bereits vorangegangenen Studien von Imboden et

al. und Loeffler et al. sind die gewonnenen Ergebnisse vergleichbar.

Imboden et al. der 2001 erstmalig eine MAHA-Reaktion auf Injektion eines hu-
manisierten Fusionsproteins gemessen hat, wies nach taglicher Injektion des
Antigens (also nach 3 Injektionen) die erste MAHA am 4. Tag im Serum von Balb-
c-Mausen nach. An Tag 2 nach der ersten Injektion konnten noch keine MAHA
nachgewiesen werden. Der hdchste gemessene Titer der MAHA wurde an Tag
7 (zwei Tage nach der letzten von flnf Injektionen) gemessen. Hier war ein

Anstieg auf das 4000fache erhoben worden.

Loeffler et al. welcher im Jahr 2012 ebenfalls die MAHA-Reaktion auf IVIG tes-
tete entschied sich analog zu unserer Studie zu woéchentlichen Injektion tber
einen Zeitraum von 6 Wochen. Loeffler erhob jedoch nur zu 3 Zeitpunkten die
MAHA-Reaktion: erstmalig wurde vor der Behandlung ein Ausgangswert be-
stimmt und anschlieRend an Tag 21 (sechs Tage nach der dritten Injektion) und
Tag 43 (sechs Tage nach der sechsten Injektion). Hier wurde lediglich ein Anstieg
der MAHA prozentual zum Ausgangswert beschrieben: An Tag 21 hatten 89%
aller Mause eine Antikorperreaktion grol3er dem 4fachen des Ausgangswertes
gebildet, 45% der Mause sogar eine Vervielfaltigung um das 10-30fache. An Tag
43 konnte bei 88% der Mause mit einer Antwort von >4fachem des
Ausgangswertes von Tag 0 gemessen werden. An Tag 43 zeigten ca. 60% aller
Mause eine Vervielfaltigung der MAHA beziiglich des Ausganswertes vom 10-30

fachen, Uber die Halfte dieser Gruppe sogar > 50fache des Ausgangswertes.

In unserer Studie zeigte sich nach drei Wochen, folglich nach drei Injektionen ein
Anstieg der MAHA in der IVIG-behandelten Gruppe auf das Dreifache des Wertes
nach der ersten Injektion. Da wir keinen Ausgangswert erhoben haben, bleibt uns
lediglich dieser Vergleich. Dieser Unterschied begrindet sich auch auf die
injizierte Menge: Wahrend Loeffler et al 1g/kg Korpergewicht applizierte, was

analog zu den Gewichten unserer Versuchstiere Uber die Versuchsdauer
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zwischen 22-25mg entspricht, wurde in unserem Versuch lediglich eine Menge
von 400ug verabreicht.

Nach dem geringen Anstieg der MAHA in den ersten acht Beobachtungs-wochen
als Reaktion auf die IVIG-Behandlung, konnte ab Woche 9 in der IVIG-
behandelten Gruppe einen steilen Anstieg der MAHA verzeichnet werden. Nach
der sechsten Injektion zeigte sich in unserem Versuch eine Vervielfaltigung des
Wertes der ersten Woche auf das Siebenfache. Ab Woche 9 ist bei uns eine
Zunahme auf das >10fache des Wertes der ersten Woche zu verzeichnen. Die
MAHA stiegen insgesamt von durchschnittlich 4,93ng/ml in Woche 1 auf
2645,95ng/ml in Woche 11 an. Dies entspricht einer Progression auf >500fache
des Ausgangswertes.

Unsere Kenntnis uber die Mechanismen der humoralen Immunabwehr, in Zu-
sammenschau mit den vorbeschriebenen Studien, lassen den Schluss zu, dass
es sich bei den nachgewiesenen Antikérpern um sogenannte MAHA handelt,
welche spezifisch gegen IVIG gerichtet sind. Die vorher abgelaufene angeborene
Immunantwort wurde in unserem Versuch nicht berticksichtigt. Wir gehen davon
aus, dass diese die humorale Immunreaktion sowie unseren Nachweis der
murinen Antikorper nicht beeinflusst. Durch die wiederholten Injektionen wurden,
ab der zweiten Injektion bereits, die Gedachtniszellen aktiviert Antikbrper gehen

das humane Antigen freizusetzen, die sogenannten MAHA.

4.5.2 MAHA-Antwort im Gehirn

Um die Ausmalie der Immunreaktion beurteilen zu kénnen, haben wir das Se-
rum und Gehirn der Versuchstiere auf MAHA untersucht. Die Auswertung der
ZNS-ELISA konnte, wie erwartet, keine MAHA-Reaktion im Gehirn nachweisen
(s. Tabelle 8). Hierzu gibt es nach unserem Wissen keine weiteren Studien zum

Vergleich.

Die Blut-Hirn-Schranke bildet eine immunologische Barriere und dient als
selektiver Filter. Sie schitzt das Gehirn vor im Blutkreislauf zirkulierenden

Pathogenen. Auch bei angestiegenen MAHA-Werten im Serum auf ca. das
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500fache bleibt die Schutzfunktion der Blut-Hirn-Schranke intakt und die
gebildeten MAHA kénnen nicht auf das ZNS ubergreifen.

Bei vorliegender MAHA-Reaktion im Serum kbénnte man, ebenso eine anstei-
gende Antikdrperkonzentrationen im ZNS im Verlauf der Versuchsdauer, aqui-
valent zu den Serumwerten erwarten. Wie werten wir die gewonnenen Daten,
also die erhohten Messwerte in Woche 6, 7, 8 und 11 beider Gruppen als Arte-
fakte, zum Beispiel durch Verunreinigungen. Als Ursache fur die Artefakte
kobnnen Material- und Substanzunterschiede sowie Schwankungen in den

Laborbedingungen ausgeschlossen werden.

4.5.3 Zusammenfassende Ergebnisdiskussion der murinen Immunreaktion
nach IVIG-Therapie

Wir weisen eine manifeste murine Immunreaktion auf eine IVIG-Behandlung in
C57/B6J-Méausen nach. Die Ausbildung von MAHA startet zogerlich und nimmt
ab Woche 8 zu. Der geringe Anstieg der Antikdrper nach den ersten
Behandlungswochen spiegelt die Erkenntnisse von Loffler et al. und Imboden et
al. wider. In allen drei durchgefiihrten MAHA-ELISA bei immunkompetenten
Mausen konnten MAHA nach frihestens vier Tagen nachgewiesen werden. Da
keine der Studien langer als 43 Tage dauerte, ist der starke Anstieg der MAHA
ab Woche 8 bis dato unbeschrieben (Imboden et al., 2001).

Ausgehend von der Tatsache, dass MAHA mit therapeutischen humanen Anti-
korpern interagieren und Komplexe bilden (Imboden et al.,, 2001) und diese
Antigen-Antikdrperkomplexe in der Milz aus der Blutbahn gefiltert werden, haben
wir das Milzvolumen als physiologischen Parameter fur eine Immunreaktion
bestimmt. Das Volumen der Milz wurde Uber das Gewicht bestimmt. Bei
vermehrter Komplexbildung vermuteten wir eine vermehrte Ablagerung von
Komplexen in der Milz und bei gesteigerter Aktivitdt damit auch eine

Volumenzunahme der Milz.

Es konnte eine Gewichtszunahme im absoluten Gewicht verzeichnet werden,

das relative Gewicht hingegen blieb auf einem Niveau. Folglich fihren wir diese
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Volumenzunahme in beiden Versuchsgruppen auf das natirliche

Kdrperwachstum der Mause zurick.

Wir haben den Verlauf der Immunreaktion aufgrund des Studiendesigns
innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen betrachtet, da in unserem
Studiendesign keine zwei Therapiemoglichkeiten verglichen werden. Die zweite
Gruppe ist eine reine Kontrollgruppe, von der wir keine MAHA-Reaktion erwarten.
Sie dient als Referenzgruppe. Daher vergleichen wir unsere gewonnen Daten
Uber die Versuchsperiode immer mit den Ausgangswerten der jeweiligen
Behandlungsgruppe, um einen Verlauf erkennen und beurteilen zu kénnen. Da
wir mit Tieren arbeiten, welche einem individuellen Polymorphismus (z. B. des
Fc-Rezeptors) unterliegen, sind individuelle Werte gesondert zu betrachten und

haben somit keine biologische Relevanz.

4.5.4 Diskussion der immunologischen Techniken

Da die MAHA- Ergebnisse im Serum der beiden vorbeschrieben Studien mit
unseren bis zur Woche 6 vergleichbar sind, konnen verfahrenstechnische Fehler
nahezu ausgeschlossen werden. Die von der Maus gebildeten 1gG-Antikorper
konnten durch den MAHA-ELISA nachgewiesen werden. Wir gehen davon aus,
dass eine unspezifische Bindung lediglich in geringem Ausmal} stattgefunden
und damit mit der Messung interagiert hat. Mdglicherweise kdnnten gebildete
IgM-Antikorper unserem Nachweis entgangen sein, da diese mit unserem
Detektionsantikorper nicht gebunden werden.

Die humorale Immunantwort unterliegt einem IgM-IgG-Klassen-Switch, wobei
IgM der IgG-Bildung vorausgehen. IgM ist das Immunglobulin, welches im
Rahmen der humoralen Immunantwort am frihesten gebildet wird.
Hauptaufgaben des IgM sind Agglutination und Neutralisation der Fremdantigene
sowie die Aktivierung des Komplementsystems. Durch die mehrfach wiederholte
Gabe des IVIG gehen wir jedoch davon aus, dass sich ein immunologisches
Gedachtnis gebildet hat, welches bei erneutem Kontakt mit IVIG als

korperfremdem Antigen direkt in der Lage ist, spezifische 1gG zu produzieren und
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ins Serum auszuschwemmen. Damit wéare der Anteil der IgM an der gesamten

Antikdrpermasse vernachlassigbar gering.

Aufgrund der sogenannten molekularen Mimikry kann es unter anderem durch
Ahnlichkeit von Molekilen zu Kreuzreaktionen kommen, welche das
Messergebnis beeinflussen kénnen. Dies gilt auch fur den im vorherigen

Abschnitt erwahnten Polymorphismus (Blank et al., 2007b).

IVIG wird aus dem Plasma mehrerer tausend Spender gewonnen. Bevor es zu
einem Medikament wird, wird es mittels Ethanol-Fraktionierung bei geringem pH-
Wert (Cohn-Fraktionierung) aufbereitet. Mit dieser Methode ist die Separie-rung
von Immunglobulinen jedoch nicht zu 100% méglich. So kénnen IVIG-Praparate
Spuren von weiteren potentiell immunregulatorischen Stoffen enthalten, wie z. B.
Zytokine. Ein immunmodulierender Effekt dieser Stoffe kann folglich weder
ausgeschlossen noch in unserem Studiendesign nachgewiesen werden
(Blasczyk et al., 1993, Lam et al., 1993).

Die Messung der Milzgewichte erbrachte nicht die erwartete Zunahme des
relativen Milzgewichtes bei Zunahme der MAHA im Serum. Erwartet haben wir
aufgrund der Komplexbildung zwischen humanen Immunglobulinen und MAHA
eine GrolRenzunahme der Milz mit relativer Volumenzunahme im Bezug zum
Korpergewicht. Da diese trotz nachweisbarer MAHA-Reaktion im Korper
ausgeblieben ist, konnte eine histologische Aufbereitung der Milz, bzw. der

Nachweis der Antigen-Antikdrperkomplexe neue Erkenntnisse liefern.

Zusammenfassend kann man daher sagen, dass eine Behandlung von IVIG in
Wildtypméausen im Rahmen einer praklinischen Studie Gber zwei Monate ethisch
und wissenschaftlich gesehen mdglich ist.

4.6  Weiterfihrende Studien
Uber die gewonnenen Erkenntnisse hinaus ware es interessant zu erfahren, wie
die MAHA-Produktion nach den elf Wochen Behandlungszeitraum aussieht und

wie folgende Fragen beantwortet werden kénnten:
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1. Wirde die Konzentration weiter ansteigen oder ware bereits nach elf Wochen

das Maximum erreicht?

2. Bildet sich nach weiteren Behandlungswochen eine generalisierte
Immunreaktion mit einer sogenannten Serumkrankheit aus, welche Loeffler et al.
bereits nach sechs Wochen IVIG-Behandlung vermutete? Und wenn ja, kommt
es zum Schaden der Blut-Hirn-Schranke mit Ubertritt von MAHA ins ZNS?

3. Weiterhin ware es interessant, ob und wenn ja ab welcher Behandlungsdauer
oder Gesamtmenge an IVIG eine komplette Neutralisierung der MAHA-
Antikorper erfolgt.

4.7  Ausblick

Svetlicky et al. veroffentlichte kirzlich einen Review Uber Studien, in denen
beschrieben wird, dass spezifische Intravenése Immunglobuline (sIVIG) besser
wirken als die tblichen IVIG-Praparate, welche auch in dieser Studie angewendet

wurden.

sIVIG sind spezifische Subfraktionen, welche aus IVIG-Préaparaten gewonnen
werden und gezielt bei bestimmten Erkrankungen eingesetzt werden. sIVIG-
Praparate wurden bereits erfolgreich in vitro und in vivo bei Lupus, Anti-
phospholipid-Syndrom, Myasthenia gravis und Pemphigus vulgaris eingesetzt
und wirken funktionell potenter. Hier kbnnte man bei bekanntem Wirkmecha-
nismus, jeder Krankheit entsprechend, die spezifischen Antikdrper herausfiltern
und damit eine hdhere Heilungschance ermdglichen (Blank et al., 2007a,
Svetlicky et al., 2013).

Auch hier gibt es noch keine Studien bezlglich der Reaktion von sIVIG in
Wildtypméausen. Es ware hingegen sehr aufwendig, die einzelnen slIVIG-
Praparate Uber eine so lange Zeitdauer in einer reprasentativen Stichprobe zu
beobachten. Hierfir ware unsere Studie eine grundlegende Arbeit, aber da die
einzelnen Bestandteile des verwendeten IVIG-Praparates nicht gesondert

untersucht wurden, wére dies fiur weiterfihrende Studien notwendig.
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