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Abkiirzungen

AAN engl. American Academy of Neurology

aGAAb engl. anti-ganglioside autoantibody

aGD1b anti-GD1b

aGM1 anti-GM1

Ak Antikorper
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CIDP chronisch inflammatorisch demyelinisierende Polyneuropathie
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EFNS engl. European Federation of Neurological Sciences
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Engl. Englisch

GS Glukosteroide

HC engl. Healthy control

IFN-y Interferon-y

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

IL Interleukin

IN Immunneuropathien

INCAT engl. Inflammatory Neuropathy Cause And Treatment
IVIG intravendse Immunglobuline

MADSAM engl. Multifocal Acquired Demyelinating Sensory And Motor Polyneuropathy
MAG-Ak Myelin-assoziierte Glykoprotein-Antikorper

MBP engl. Myelin Basic Protein

MMN Multifokal Motorische Neuropathie

MRC engl. Medical Research Council

MS Multiple Sklerose

NF155 Neurofaszin 155

NF186 Neurofaszin 186

NK-Zellen Natirliche Killerzellen

ON engl. Other Neuropathy

OND engl. other neuromuscular disorder



PO

P2
PBMC
PMP22
PNS
PPH
ROC
Thl
TCM
TEM
TEMRA

Peripheres Myelinprotein 0

Peripheres Myelinprotein 2

engl. Peripheral Blood Mononuclear Cell
Peripheres Myelinprotein 22

engl. Peripheral Nerve Society
Plasmapherese

engl. Receiver-Operating-Characteristics
Typl T-Helferzelle

engl. central memory T cells

engl. effector T cells

engl. effector memory RA+ T cells



1. Einleitung

1.1. Wesen und Verlauf der chronisch inflammatorisch demyelinisierenden
Polyneuropathie (CIDP)

Die Charité verfligt seit vielen Jahren Uber eine im Deutschlandvergleich sehr grofle
Sprechstunde mit vielen Patienten, die unter immunvermittelten Polyneuropathien leiden.
Die chronisch inflammatorisch demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) stellt hierbei den
groRten Anteil der Patienten in der Spezialsprechstunde dar. Die CIDP ist eine erworbene
und behandelbare Erkrankung peripherer Nerven und ihrer Wurzeln mit einer autoimmun-
vermittelten Pathogenese. Die Erkrankung wurde erstmals zu Beginn des 20. Jahrhunderts
beschrieben mit dem klinischen Hauptmerkmal eines proximalen und distalen
sensomotorischen neuropathischen Syndroms mit seit dieser Zeit definierten
elektrodiagnostischen, histopathologischen aber auch therapeutischen Besonderheiten
(Harris W and Newcomb 1929). Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von entwickelten
diagnostischen Kriterien, was auf die Schwierigkeit der Diagnosestellung ohne verldssliche
Biomarker im Besonderen hinweist (AAN Task Force 1991; Koski et al. 2009; Saperstein et al.
2004; Van den Bergh et al. EFNS and PNS joint task force 2010).

Der Verlauf der CIDP ist typischerweise chronisch progredient, kann aber auch
monophasisch oder schubférmig-remittierend sein (Chio et al. 2007; Viala et al. 2010). Die
Diagnosestellung wird durch eine sehr heterogene klinische Prasentation der Erkrankung
erschwert. Es werden hierbei die typische CIDP, die bei knapp der Halfte der Falle auftritt
sowie eine Reihe von sogenannten atypischen Varianten unterschieden. Bei der typischen
CIDP dominieren motorische Ausfdlle. Charakteristisch ist das gleichzeitige Auftreten
proximal und distal symmetrisch betonter Paresen an Armen und Beinen sowie distal
betonten Hyp- und Pardsthesien. Dabei ist die Reflexantwort generalisiert vermindert bis
vollstandig erloschen (Lehmann et al. 2019). Hirnnervenausfalle treten bei ca. 15% alle Falle
auf (Eftimof und Van Schaik 2013). Die sogenannten atypischen Varianten umfassen 20-50%
aller CIDP-Formen (Doneddu et al. 2019; Latov 2014). Hierzu gehoren die distal erworbene
demyelinisierende Polyneuropathie- Distal Acquired Demyelinating Polyneuropathy- DADS
(ca. 7-35%) mit sensomotorischer Beeintrachtigung der distalen Extremitaten, die oftmals
mit einer sensiblen Gangataxie einhergeht sowie die Multifocal Acquired Demyelinating

Sensory And Motor Polyneuropathy-MADSAM (ca. 4-15%), die durch einen sensomotorisch



asymmetrischen Befall gekennzeichnet ist, wobei hier die Arme mehr betroffen sind als die
Beine. Dariber hinaus sind die rein sensible CIDP (ca. 4-30%) sowie deutlich seltener
auftretende rein motorische CIDP (<10%) und die fokale CIDP (ca. 2-4%) bekannt (Doneddu
et al. 2019; Eftimov und Van Schaik 2013; Rajabally et al. 2009; Viala et al. 2010).

Die CIDP kann in jedem Alter auftreten, hat aber einen Altersgipfel zwischen 60-70 Jahren.
Die Pravalenz der CIDP liegt bei Erwachsenen bei 2-4 pro 100 000 (Lunn et al. 1999; Mahdi-
Rogers et al. 2014; Van den Bergh et al. EFNS and PNS joint task force 2010). Sie ist somit

eine sehr seltene Erkrankung und gehort zu der Gruppe der sogenannten orphan diseases.

Die sichere und korrekte Diagnose der CIDP ist wichtig, da sie im Gegensatz zu vielen
anderen Polyneuropathien behandelbar ist. Dabei ist es von herausragender Bedeutung,
dass die Diagnose zeitnah gestellt wird, um einen sekundar axonalen Schaden zu verhindern,
der an einer dauerhaften Behinderung maligeblich beteiligt ist (Harbo et al. 2008). Die
richtige Diagnose kann basierend auf den EFNS-Kriterien relativ einfach gestellt werden,
sofern der Patient alle charakteristische Symptome wie distale und proximale Paresen, eine
generalisierte Reflexabschwachung, den elektrophysiologischen Nachweis
demyelinisierender Veranderungen sowie den Nachweis einer Blut-Schrankenstoérung im
Liquor aufweist (Van den Bergh et al. 2010 EFNS and PNS joint task force 2010). Allerdings ist
die sichere und zeitnahe Diagnose gerade fiir die Patienten, die an sogenannten atypischen
Varianten leiden, haufig schwierig. Das liegt vor allem daran, dass fiir diese Formen bislang
keine klaren diagnostischen Kriterien existieren (Doneddu et al. 2019; Latov 2014).

Wahrend zum einen eine friihe Diagnose und Therapieeinleitung entscheidend ist fir die
Prognose der Patienten, gibt es zum anderen Hinweise darauf, dass viele Patienten aufgrund
der diagnostischen Schwierigkeiten falschlicherweise als CIDP diagnostiziert und somit
oftmals einer unnétigen und sehr kostenintensiven Therapie unterzogen werden (Allen et al.
2015).

60-70% der Patienten sprechen auf eine der Primartherapien an (Cocito et al. 2010; Hahn et
al. 1996; Hughes et al. 2008). Dabei stellen intravendse Immunglobuline (IVIG),
Glukokortikoide (GS) und die Plasmapherese (PPH) die Therapie der 1. Wahl dar. Fir die
Dauertherapie kommen in aller Regel IVIGs und GS zur Anwendung. Ansprechraten und
insbesondere das Nebenwirkungsprofil der genannten Therapieformen unterscheiden sich
individuell jedoch zum Teil deutlich. Sie bilden die Entscheidungsgrundlage, neben

soziobkonomischen Griinden, welche der Therapieformen individuell zur Anwendung kommt



(Hughes et al. 2001; Van den Bergh et al. EFNS and PNS joint task force 2010). Sofern eine
der sog. first-line Therapien nicht anschlagt, sollte ein Therapiewechsel durchgefiihrt
werden, der basierend auf retrospektiven Studien die Ansprechraten erhéht (Cocito et al.
2010). Allerdings sprechen ca. 20 % der Patienten auf keine der genannten Therapien an und
verbleiben mit einer dauerhaften Behinderung (Kuwabara et al. 2006; Simmons et al. 1995;
Viala et al. 2010). Bei der Wahl der Therapie ist zu beachten, dass einzelne der atypischen
CIDP-Varianten unterschiedlich auf die empfohlenen first-line Therapie ansprechen
(Doneddu et al. 2019). Dies konnte auf unterschiedliche zugrundeliegende
Pathomechanismen hinweisen. Letztlich ist allerdings davon auszugehen, dass trotz
frihzeitigem Beginn der zur Anwendung empfohlenen Therapien ca. 50% der Patienten mit
einer dauerhaften Behinderung leben missen, d.h. die Erkrankung ist nicht heilbar und
schreitet auch unter der dauerhaften Therapie oftmals fort (Viala et al. 2010). Eine
entscheidende Voraussetzung fir die Entwicklung kausal wirksamer und somit kurativer
Behandlungsformen der CIDP ist ein besseres Verstindnis ihrer Atiologie und Pathogenese.
Trotz zunehmender wissenschaftlicher Bemiihungen in den letzten Jahren ist die Atiologie

der CIDP und ihren Varianten jedoch nach wie vor ungeklart.

1.2. Zellulare Immunantworten und Autoantikorper bei der CIDP

Bis dato sind die zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen der CIDP nicht
verstanden. Sowohl humorale als auch zellulare Immunitat scheinen in der Entstehung und
in den Verlauf der Erkrankung involviert zu sein (Dalakas 2003; Keller et al. 2019; Van den
Bergh et al. 1995). So fanden sich in histopathologischen Untersuchungen in ca. 50% aller
untersuchten Prdparate von CIDP-Patienten fokale Iymphozytare Infiltrationen,
insbesondere in den Nervenwurzeln und Hinterstrangganglienzellen (Nagamatsu et al. 1999;
Oh et al. 2005). Aktivierte T-Zellen wurden vermehrt im Blut von Patienten mit CIDP
gefunden (Van den Bergh et al. 1995). Dartiber hinaus wurden im Serum von CIDP-Patienten
erhohte Konzentrationen von pro-inflammatorischen Zytokinen nachgewiesen, die eine
systemische Aktivierung von T-Lymphozyten anzeigen (Hartung et al. 1991). Diese
unterschieden sich zwischen den einzelnen CIDP-Varianten (Beppu et al. 2015).

Langlebige Memory-B- und Memory-T-Lymphozyten sind die Hauptbestandteile des
immunologischen Gedachtnisses. Sie sorgen dafiir, dass durch erneute Exposition mit einem

Antigen, welches bereits zu einem fritheren Zeitpunkt zu einer Immunantwort gefiihrt hat,



nunmehr eine deutlich schnellere humorale und/oder adaptive Immunantwort ausgelost
wird (Lanzavecchia und Sallusto 2000).

Anhand der Expression des CD45RA Rezeptors und des Lymphknoten-Homing-Rezeptors
CCR7 werden hierbei vier verschiedene humane T-Lymphozyten-Subpopulationen
unterschieden. Naive T-Lymphozyten exprimieren beide Rezeptoren (CCR7+CD45RA+).
Central Memory TCM (CCR7+CD45RA-) T-Lymphozyten haben ein groRes proliferatives
Potential bei geringer sofortiger zytotoxischer Funktion und halten sich vorrangig in
Lymphknoten auf. Effector memory TEM (CCR7-CD45RA-) exprimieren weder CD45RA noch
CCR7 und migrieren zu dem inflammatorischen Gewebe via spezifischer
Chemokinrezeptoren. Nach Antigenkontakt kénnen schnell sie schnell zur Sekretion von
Zytokinen angeregt werden. CD45RA+ T Effector Memory RA cells TEMRA (CCR7-CD45RA+) T-
Lymphozyten hingegen zeigen die starkste zytotoxische Aktivitdat und Zytokinproduktion

(IFN-y, IL-4, IL-5), sind aber in ihrem proliferativem Potential schwacher (Sallusto et al. 1999).

Es gibt in der Literatur Hinweise darauf, dass Autoimmunerkrankungen ein verandertes
Repertoire an T-Memory-Zellen aufweisen kénnen. So konnten beim Diabetes mellitus
Typ 1 erhohte Frequenzen fur aktivierte CD4+ T-Lymphozyten, TEMRA und CD4+/CD8+
TEM gezeigt werden, wahrend naive CD4+/CD8+ T-Lymphozyten wie auch CD4+/CD8+
TCM erniedrigt waren (Matteuci et al. 2011). Bei der Multiplen Sklerose waren ebenfalls
erhohte Frequenzen von CD8+ TEM bei allerdings erniedrigten Frequenzen von CD4+

naiven T-Lymphozyten im Blut nachweisbar (Haegele et al. 2007).

Hinweise flr autoreaktive antigenspezifische T-Zell-Reaktionen zeigten sich in einigen
wenigen Vorarbeiten in der Literatur. So konnten im tierexperimentellen Modell der
Experimental Autoimmune Neuritis (EAN) sowie in Patientenstudien einige periphere
Myelin-Antigene identifiziert werden, die als Kandidatenantigene flr die
Immunpathogenese der CIDP verantwortlich sein kdnnten. Vordaten zeigen hierbei eine
erhohte Frequenz von T-Zell-spezifischen Antworten gegeniiber Myelin Basisches Protein
(MBP) sowie den sogenannten P-Peptiden, also Peripheres Protein PMP-22 (PMP-22),
Peripheres Protein 0 (PO) und Peripheres Protein2 (P2) (Csurhes et al. 2005; Sanvito et al.
J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2009; Yan et al. 2001; Zhu et al. 1994), die Bestandteile
des kompakten Myelins sind. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass die
Immunisierung mit diesen Antigenen eine Neuropathie auslésen kann (Adam et al. 1989;

Hughes et al. 2006; Maurer et al. 2002). Fiir die Antigene PO und P2 konnten in einigen
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Studien neben der T-Zell spezifischen Autoimmunreaktion auch spezifische Antikorper

gefunden werden (Khalili-Shirazi et al. 1993).

Der Elispot-Assay stellt derzeit die sensitivste Methode zur Detektion von Zytokin-
produzierenden antigen-spezifischen T-Zellen dar (Ranieri et al. 2014; Lehmann et al. 2012).
Autoantigen-spezifische, also autoreaktive, T-Zellen erscheinen normalerweise in einer
extrem niedrigen Frequenz (1/100 000-1/1 000 000) im Blut, so dass ihre Detektion eine
Herausforderung darstellt.  Der Elispot macht die Detektion durch Erfassung der
sekretorischen Aktivitat dieser Zellen ex vivo moglich und bietet damit die Voraussetzung zur
sensitiven Quantifizierung von myelin-spezifischen T-Zellen aus dem Blut bei CIDP-Patienten

(Lehmann et al. 2012).

Neben zelluldren Immunantworten haben sich eine Vielzahl an Forschungsarbeiten mit der
Frage nach moglichen Antikorpern insbesondere der paranodalen Region bei der CIDP
beschéftigt. Dabei sind Antikorper gegen Neurofaszin 155 (NF155) in den Fokus gerickt, die
vermehrt bei Patienten mit spezifischen atypischen Merkmalen zu finden sind (Querol et al.
2014; Ogata et al. 2015). Allerdings ist die Pravalenz dieser Neurofaszin-spezifischen
Antikorper insgesamt sehr niedrig (Ng et al. 2012; Querol et al. 2014). Anders als bei NF155-
spezifischen Antikorpern ist der diagnostische Wert der Gangliosid-Antikdrper bei der CIDP
nach wie vor unklar. Im Gegensatz dazu finden sich dagegen GM1-IlgM Antikorper in
erhohter Pravalenz bei der Multifokal Motorischen Neuropathie (MMN) und anti-MAG
Antikorper bei der DADS (Katz et al. 2000; Nobile-Orazio et al. ] Neurol Neurosurg Psychiatry.
2014).

1.3. Fragestellungen dieser Arbeit

In der vorliegenden kumulativen Habilitationsschrift wurden verschiedene Fragen zur
zelluldren Immunantwort und deren moglicher Bedeutung bei der CIDP und ihren Varianten
untersucht. Langfristiges Ziel der vorliegenden Arbeiten ist es, mogliche Biomarker bei der
CIDP zu identifizieren. Hierbei stellte sich insbesondere die Frage nach diagnostisch
sinnvollen Markern, die bei der Abgrenzung zu anderen nicht-immunogenen Neuropathien
sowie bei der Unterscheidung zwischen typischer und atypischer CIDP einsetzbar sein
konnten. Eine weitere Frage stellte sich nach moglichen pradiktiven Markern fiir ein

Therapieansprechen und Prognose.
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In den dargestellten Forschungsarbeiten wurde versucht, die fir das pathogenetische
Verstandnis von Immunneuropathien mit Schwerpunkt CIDP relevanten Fragen zu

beantworten:

1. Gibt es Hinweise fir periphere myelin-spezifische T-Zell-Antworten im Blut von
Patienten mit CIDP und andern sich diese unter der Langzeittherapie mit
intravendsen Immunglobulinen?

2. Unterscheiden sich unbehandelte CIDP-Patienten von Patienten, die dauerhaft mit
Glukokortikosteroiden bzw. mit intravenésen Immunglobulinen behandelt werden
hinsichtlich ihrer Frequenz von Lymphozyten und T-Memory-Zellen?

3. Sind typische und atypische CIDP auch hinsichtlich ihrer zelluldaren Immunantworten
gegenliber Mpyelin-Antigenen different? Finden sich MBP-spezifische T-Zell-
Antworten auch bei der CIDP?

4. Inwieweit unterscheiden sich die typische CIDP von den einzelnen CIDP-Varianten
DADS, MADSAM und sensible CIDP?

5. Gibt es Hinweise fiir eine erhdohte Frequenz von anti-Gangliosid-und anti-Sulfatid-
Antikorpern bei Immunneuropathien im Vergleich zu Gesunden und zu Patienten mit

anderen Autoimmunerkrankungen (Multiple Sklerose)?

Hierfir wurden in einer ersten Arbeit zundchst T-Zell-Gedachtniszellen sowie die
autoreaktive Th1-Antworten gegeniiber verschiedenen Epitopen, die den peripheren Myelin-
Antigenen P2 sowie PMP22 entstammen, untersucht. Es wurden hierfir therapienaive CIDP-
Patienten im Verlauf unter der Therapie mit intravendsen Immunglobulinen sowie
Patienten, die eine dauerhafte Erhaltungstherapie mit IVIGs erhielten, untersucht (Klehmet
et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2015). Daraufhin wurden in IVIG bzw. GS-Langzeit-
behandelten Patienten die Lymphozyten — und T-Memory-Subpopulationen analysiert
(Klehmet et al. J] Neuroimmunol. 2015). In einer darauffolgenden Arbeit wurde weitere
periphere Myelin-Antigene, namlich das Myelin Basische Protein (MBP) sowie auch das
periphere Myelinprotein PO, die bislang nur im Tiermodell untersucht wurden, hinsichtlich
ihres auto-antigenen Potenzials im peripheren Blut von CIDP-Patienten untersucht und nach
Unterschieden zwischen der Gruppe der typischen CIDP sowie der atypischen analysiert
(Staudt et al. 2017). Hier wurden in der Gruppe der atypischen Varianten interessanterweise
Hinweise flr ein aktivierteres Immunsystem gefunden. Dieses zeigte sich in tendenziell

hoheren IFN-y-Responsen gegeniliber den getesteten Myelin-Antigenen PMP22, P2 sowie



12

neu auch MBP und PO und war assoziiert mit héheren Frequenzen von CD4+TEM und —TCM-
Subsets im Vergleich zu Patienten mit typischer CIDP. Aufbauend auf diesen Ergebnissen
wurde in einer sich anschlieBenden Arbeit sowohl die zelluldre Immunantwort gegentber
den aus den Vorarbeiten bekannten peripheren Myelin-Antigenen als auch erstmalig den
(para)nodalen Antigenen Neurofaszin NF155 und NF186 innerhalb der einzelnen atypischen
Varianten sowie im Vergleich zu der Gruppe der Patienten mit typischer CIDP untersucht
(Diederich et al. 2018). In einer weiteren Arbeit wurde die mogliche humorale Antwort durch
Erfassung von Gangliosid- sowie Sulfatid-lgM als mogliche Biomarker bei
Immunneuropathien mittels eine neuen Line-Immunoassays untersucht (Klehmet et al.

2018).
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2. Eigene Arbeiten

2.1. Effektive Behandlung mit intravendsen Immunglobulinen reduziert die
autoreaktive T-Zell-Antwort bei Patienten mit CIDP

Klehmet J, Goehler J, Ulm L, Kohler S, Meisel C, Meisel A, Harms H. Effective treatment with
intravenous immunoglobulins reduces autoreactive T-cell response in patients with CIDP. J
Neurol Neurosurg Psychiatry. 2015;86:686-91.

https://doi.org/10.1136/jnnp-2014-307708

Frihere humane und tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass T-Zellen eine Rolle in
der Pathogenese der CIDP spielen (Adam et al. 1989; Hughes et al. 2006; Van den Bergh et
al. 1995). Hierbei scheinen insbesondere die peripheren Myelin-Antigene, die Bestandteil
der kompakten Myelinstruktur sind, eine moglicherweise pathogenetisch bedeutsame Rolle
zu spielen. So wurden autoreaktive T-Zell-Antworten fiir die Antigene PO, PMP22 und P2 in
wenigen Patienten mit CIDP gefunden (Csurhes et al. 2005). Die Rolle der zelluldren
Immunantwort bei der CIDP wird zudem unterstrichen durch Hinweise fur ein verandertes T-
Zell-Gedachtnisrepertoire  bei  Autoimmunerkrankungen, wie z.B. der Wegner
Granulomatose, dem Systemischen Lupus Erythematodes oder der Multiplen Sklerose
(Abdulahad et al. 2006; Haegele et al. 2007; Sen et al. 2004).

In der Therapie der CIDP sind neben den Glukokortikosteroiden und der Plasmapherese seit
2008 die intravendsen Immunglobuline zugelassen, die sich als gut wirksam erwiesen haben
(Hughes et al. 2008). Der Einsatz der IVIGs hat in den letzten Jahren stetig zugenommen.
Allerdings ist der genaue Wirkmechanismus nach wie vor unklar.

Ziel der Studie war es, autoreaktive T-Zell-Antworten gegeniiber den dem Myelin
entstammenden Antigenen P2 und PMP22 sowie T-Memory-Subpopulationen in
unbehandelten Patienten  sowie im Langzeitverlauf  nach Beginn  einer
immunmodulatorischen Therapie mit IVIGs zu untersuchen. Dabei wurden Patienten
retrospektiv in Therapie-Responder und Non-Responder unterteilt. Diese Unterteilung
wurde anhand des INCAT-Scores (Verbesserung um einen Punkt; Hughes et al. 2008), der
Verbesserung im Medical Research Counsil Scale (MRC, Verbesserung um zwei Punkte, Cats

et al. 2010) oder der Verbesserung der Gehstrecke um mindestens 50% definiert. Als
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Kontrollgruppe dienten alters- und geschlechtspassende Gesunde sowie Patienten mit nicht-
immunogener Polyneuropathie. Zur Quantifizierung der autoreaktiven T-Zell-Antworten
diente der Elispot-Assay, ein sehr sensitive Methode, die es erlaubt, antigen-spezifische IFN-
v-Antworten als Marker fiir autoreaktive T-Zellen auf Einzel-Zell-Ebene mit hoher Sensitivitat
zu detektieren (Lehmann et al. 2012)

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der Gruppe der Therapie-Responder eine erhéhte
Frequenz an spezifischen IFN-y-Antworten gegeniiber den peripheren Myelin-Antigenen
PMP22 und P2 im Vergleich zu Non-Respondern, Patienten mit Langzeit-Therapie sowie
Patienten mit anderen nicht-immunogener PNP (ON) und Gesunden (Healthy Control, HC).
Interessanterweise wiesen CIDP-Patienten mit Langzeittherapie ahnlich niedrige Frequenzen
von auto-antigenspezifischen T-Zellen auf wie ON und HC. Untersuchungen von initial
unbehandelten Patienten (therapienaive Patienten) im Verlauf zeigten eine deutliche
Reduktion der auto-antigenspezifischen T-Zell-Responsen unter der Langzeit-IVIG-Therapie
(im Durchschnitt 20 Monate Therapiedauer), was statistisch relevant fir die Epitope PMP
22120-133, PMP 223,51 sowie P261-70 war. In der Untersuchung der absoluten CD4+ und CD8
T+-Zell —Frequenzen zeigten sich keine Unterschiede zwischen Patienten zum Baseline-
Zeitpunkt verglichen mit den Langzeit-Therapie Patienten und Kontrollen. Dagegen zeigten
IVIG-Responder zum Baseline-Zeitpunkt hohere Frequenzen an CD4+ TCM und TEM im
Vergleich zur HC und Langzeittherapiepatienten sowie an CD8+ TEM im Vergleich zur Gruppe
der Non-Responder. Im Langzeitverlauf unter IVIG-Therapie zeigte sich eine Reduktion von
CD8+ TEM. Diese Daten zeigen einen hemmenden Effekt der IVIG-Langzeittherapie auf
myelin-spezifische T-Zell-Antworten verbunden mit einer Reduktion von Effektor-Memory-T-
Zellen. Initial erhdhte PMP22 und P2-spezifische T-Zell-Antworten konnen moglicherweise
als pradiktive Marker fiir ein Therapieansprechen auf IVIGs verwendet werden, was es in

grofRer angelegten Kohortenstudien zu validieren gilt.
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2.2. Zirkulierende Lymphozyten und T-Memory-Subpopulationen in
Glukokortikosteroid- versus IVIG-behandelten CIDP-Patienten

Klehmet J, Staudt M, Ulm L, Unterwalder N, Meisel A, Meisel C. Circulating lymphocyte and T
memory subsets in glucocorticosteroid versus IVIG treated patients with CIDP. J
Neuroimmunol. 2015;283:17-22.

https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2015.03.023.

Neben dem T-Zell-Gedachtniskompartiment (Sallusto et al. 1999) spielen auch die sog.
Natdlrlichen Killerzellen (NK cells; Perricone et al. 2008) sowie Monozyten (Sanvito et al.
Autoimmunity 2009) eine entscheidende modulierende Rolle in adaptiven und humoralen
Autoimmunantwort. Die  PREDICT-Studie  konnte zeigen, dass hochdosierte
Glukokortikosteroide eine &dhnliche Wirksamkeit aufweisen im Vergleich zu [IVIGs,
interessanterweise jedoch zu deutlich langeren Remissionen fiihrten (Eftimov et al. 2012). Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, in IVIG bzw. GS-Langzeit-behandelten Patienten
Lymphozyten— und T-Memory-Subpopulationen mit Hilfe der Durchflusszytometrie zu
untersuchen und mit unbehandelten CIDP-Patienten sowie gesunden Kontrollen zu
vergleichen. Monozyten zeigten sich in den unbehandelten CIDP-Patienten erhéht. NK-und B-
Zellen waren in den GS-Patienten deutlich reduziert im Vergleich zu den unbehandelten CIDP-
Patienten. CD4+T-Zellen waren in den unbehandelten CIDP-Patienten in erhohter Frequenz
vorhanden verglichen mit Kontrollen, insbesondere mit GS-Patienten. In den GS-Patienten
waren durchweg alle CD4+Memory-Subpopulationen erniedrigt verglichen mit
unbehandelten CIDP-Patienten und Kontrollen. Dagegen wiesen die IVIG-Patienten ein
verdandertes CD8+ Memory-Repertoire (erniedrigte CD8+ Central Memory T-Zellen [TCM] und
T Effector Memory RA cells [TEMRA] Frequenzen) auf und bestatigten unsere Beobachtung
aus der vorangegangenen Studie (Klehmet et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2015). Vor
allem GS-Patienten zeigten deutlich reduzierte Monozyten und B-Zellen und wiesen somit
markantere Verdnderungen auf als IVIG-Patienten. Ahnliches zeigte sich fir die T-Memory-
Subpopulationen, in der GS-Patienten vor allem eine deutlichere Reduktion der bei
unbehandelten erhéhten CD4+TEM aufwiesen. Interessanterweise zeigten diese vor allem
auch deutlich reduzierte CD4+naive T-Zellen, die als Quelle der antigen-spezifischen T-Zell-

Antworten diskutiert werden (Muraro et al. 2000). Eine Herabregulation der CD4+ naiven T-
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Zellen kénnte somit den langanhaltenden Therapieeffekt erklaren, der nach Absetzen der

Therapie in GS-Patienten beobachtet wurde.
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2.3. Unterschiede in der peripheren Myelin-antigenspezifischen T-Zell-
Antwort und der T-Memory-Subpopulationen in atypischer versus
typischer CIDP

Staudt M, Diederich JM, Meisel C, Meisel A, Klehmet J. Differences in peripheral myelin
antigen-specific T cell responses and T memory subsets in atypical versus typical CIDP.
BMC Neurol. 2017;17:81.

https://doi.org/10.1186/s12883-017-0860-z.

Die Diagnose der CIDP kann schwierig sein vor dem Hintergrund der heterogenen klinischen
Prasentation, was insbesondere durch die Vielzahl der sogenannten atypischen Varianten
begriindet ist (Doneddu et al. 2019; Latov 2014). Diese Varianten unterscheiden sich nicht nur
hinsichtlich ihrer klinischen Manifestationen, sondern zum Teil auch in ihrem Ansprechen auf
die sog. First line Therapien, so dass eine unterschiedliche Pathogenese zu diskutieren ist.

Wir und andere hatten bereits zuvor gezeigt, dass T-Zell-Antworten gegeniiber den
peripheren Mpyelin-Antigenen PMP22 und P2 bei Patienten mit CIDP nachweisbar sind
(Klehmet et al. J] Neurol Neurosurg Psychiatry. 2015, Csurhes et al. 2005). Dariber hinaus
konnte im Mausmodell EAN eine pathogene Rolle fiir das kompakte Myelin-Antigen PO
nachgewiesen werden (Yan et al. 2001). Das MBP ist ein Hauptbestandteil des zentralen sowie
des peripheren Myelins und wurde als immundominantes Antigen eine essentielle Rolle in der
Immunpathogenese zugewiesen (Nave et al. 2014). Weder PO noch MBP wurden bislang bei
CIDP-Patienten untersucht. In der vorliegenden Studie zeigten sich in der Quantifizierung der
myelin-spezifischen MBP- und PO IFN-y-Antwort durch den Elispot-Assay erhohte Frequenzen
in  hauptsachlich  klinisch instabilen CIDP-Patienten verglichen mit Kontrollen.
Interessanterweise wiesen Patienten mit einer atypischen CIDP ein aktivierteres
Immunsystem auf, welches sich in tendenziell héheren IFN-y-Responsen gegeniber den
getesteten Myelin-Antigenen PMP22, P2 sowie auch MBP und PO darstellte und assoziiert war
mit héheren Frequenzen von CD4+TEM und —TCM-Subsets im Vergleich zu Patienten mit
typischer CIDP. Die verstarkte Myelin-spezifische Immunantwort in der Gruppe der atypischen
CIDP verglichen mit der typischen CIDP-Kohorte kdnnte eine Ursache des schlechteren

Therapieansprechens darstellen. Auf der anderen Seite kdonnte aber auch gerade die
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verstarkte zellulare Immunantwort in der Gruppe der atypischen CIDP ein Resultat des

insuffizienten Therapieansprechens sein.
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2.4. Muster Neurofaszin- und kompakt Myelin-antigenspezifischer T-Zell-
Antworten bei der CIDP und ihren atypischen Varianten

Diederich JM; Staudt M, Meisel C, Hahn K; Meinl E; Meisel A; Klehmet J. Neurofascin and
Compact Myelin Antigen-Specific T Cell Response Pattern in Chronic Inflammatory
Demyelinating Polyneuropathy Subtypes. Frontiers Neurology 2018;9:171.

https://doi.org/10.3389/fneur.2018.00171

Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass Th1-Antworten gegeniiber den
peripheren Myelin-Antigenen im Blut von CIDP-Patienten per [IFN-y-Elispot-Assay
nachweisbar sind und dass es offensichtlich Unterschiede zwischen den typischen und
atypischen Varianten der CIDP gibt. Ergebnisse rezenter Studien haben zunehmend die
(para)nodale Region als mogliches Ziel pathognomonischer Leitungsblocke bei
Immunneuropathien in den Fokus gertlickt. So sind insbesondere Antikorper, die gegen das
(para)nodale Antigen Neurofaszin (NF 155 und NF186) gerichtet sind, bei der CIDP und der
Multifokalen Motorischen Neuropathie (MMN) in allerdings sehr geringer Frequenz
nachgewiesen worden (Ng et al. 2012; Querol et al. 2014; Devaux et al. 2012). Ziel der
Arbeit war es, erstmalig nach T-Zell-Antworten, die gegen NF155 und NF186 gerichtet sind,
bei Patienten mit CIDP sowie moglichen Unterschieden zwischen den einzelnen atypischen
Varianten zu suchen. In diese Untersuchung wurden auch die bereits bekannten Antigene PO
182-200 sowie MBP 82-100 einbezogen. Es zeigten sich in der Gruppe der typischen CIDP-
Patienten als auch in der MADSAM-Gruppe erhéhte IFN-y-Frequenzen gegentliber NF155 und
NF186. Dagegen waren in der Gruppe der sensiblen CIDP, aber auch der typischen CIDP
erhohte Frequenzen gegeniber PO 180-199 sowie MBP 82-100 im Elispot-Assay nachweisbar
waren verglichen mit gesunden Kontrollen und Patienten mit nicht-immunogenen
Neuropathien (ON). Interessanterweise wies keiner der untersuchten Patienten Antikorper
gegen NF155 oder NF186 im ELISA auf. In der Receiver-Operating-Characteristics (ROC)-
Analyse stellte sich eine gute Trennscharfe fiir NF155 in der Gruppe der typischen CIDP und
auch der MADSAM verglichen mit nicht-immunogenen Neuropathien dar. Die area under the
curve (AUC) war fir NF186 in der MADSAM-Gruppe im Vergleich zu ON und allen CIDP-
Subtypen am hdochsten, fir PO 180-199 und MBP 82-100 in der Gruppe der sensiblen CIDP
am hochsten. Insgesamt zeigten sich Th1-Antworten gegeniiber mindestens zwei Antigenen

in 77% der untersuchten CIDP-Patienten. Demgegeniiber wiesen Patienten, die Thl-
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Antworten gegenilber weniger als 2 Antigenen aufwiesen, spezifische klinische Merkmale
auf: sie waren éltere weibliche Patienten mit einem héheren Behinderungsgrad (niedriger
MRC und hoherer INCAT-Score), zeigten verstirkt proximale Paresen sowie mehr
neuropathische Schmerzen. Die Befunde der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass
autoreaktive T-Zell-Antworten gegeniiber Neurofaszin und kompaktem Myelin in
unterschiedlicher Gewichtung und Verteilung in der CIDP und den einzelnen atypischen
Varianten in hoherer Frequenz nachweisbar sind und somit als mogliche Biomarker zur
Diagnostik und Verlauf dienen kdénnen. Es sind allerdings groRere, multizentrische Studien
inklusive anderer demyelinisierender und anderer immunogener Neuropathien zur

Validierung dieser vonnéten.
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2.5. Analyse von Gangliosid-Antikérpern durch einen Line-Immunoassay in
Patienten mit chronisch inflammatorisch demyelinisierender
Polyneuropathie (CIDP)

Klehmet J, Marschenz S, Ruprecht K, Wunderlich B, Buettner T, Hiemann R, Roggenbuck D and
Meisel A. Analysis of anti-ganglioside antibodies by a line immunoassay in patients with
chronic-inflammatory demyelinating polyneuropathies (CIDP). Clin Chem Lab Med.
2018;56:919-26.

https://doi.org/10.1515/cclm-2017-0792.

Die klinische heterogene Manifestation der CIDP und ihren Varianten ldsst auf eine
unterschiedliche Atiopathogenese schlieBen. In den letzten Jahrzehnten sind neben der
Entwicklung elektrophysiologischer und klinischer diagnostischer Kriterien eine Reihe von
Antikorpern und ihre korrespondierenden Ziele identifiziert worden, die vornehmlich mit
distinkten Subgruppen assoziiert sind, wie beispielsweise die NF155-Antikdrpern in Patienten
mit therapieresistentem Krankheitsverlauf und einem fiihrend sensibel-ataktischem Syndrom
sowie mit einer zentralen Demyelinisierung (Ogata et al. 2015; Querol et al. 2014). Im
Gegensatz zu akuten Immunneuropathien ist der Stellenwert der Gangliosid-Antikdrper in der
Diagnostik der chronischen Immunneuropathien nur flr eine Untergruppe validiert. Dies
betrifft vor allem GM1-IgM fir die Multifokal Motorische Neuropathie (MMN) sowie anti-
Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG)- und anti-Sulfatid-Antikérper in der DADS (Katz et al.
2000; Nobile-Orazio et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2014). Der enzymatische
Immunoassay ist im Gegensatz zur Gaschromatographie in der Routine gut einsetzbar. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein neu entwickelter Line-lmmunoassay als semiquantitative
Methode zur Detektion von 11 Gangliosid-Antikérpern aGAAb (GM1, GM2, GM3, GM4, GD1a,
GD1b, GD2, GD3, GT1a, GT1b and GQ1lb) sowie anti-Sulfatid (aSF) im Serum von Patienten mit
chronischen Immunneuropathien (nach EFNS CIDP und MMN) getestet. aGAAb-IgM waren im
Serum von Patienten mit Immunneuropathien (IN) signifikant haufiger und diverser verglichen
mit Patienten anderer neuromuskularer Erkrankungen (OND), Gesunden (HC) wie auch im
Vergleich zu Patienten mit Multipler Sklerose (MS). Positive Antworten gegeniliber mindestens
ein aGGAb/SF-IgM waren bei IN haufiger als in den Kontrollen (27,9%). aSF-IgM war signifikant
haufiger als in OND, anti-GM1-IgM im Vergleich zu OND und HC sowie anti-GD1b im Vergleich
zu HC. Anti-GM1-IgM waren bei Patienten mit MMN (60%) haufiger als bei CIDP-Patienten
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(12,5%). Patienten, die GM1, GM2 oder auch anti-SF-IgM aufwiesen, waren im Schnitt jlinger.
Interessanterweise wiesen Patienten mit aSF-IgM haufiger einen klinisch typischen Phanotyp
(nach EFNS typische CIDP oder MMN) auf und zeigten haufiger Leitungsblécke in der
elektrophysiologischen Untersuchung. aGD1b war mit aGM1-1gM vergesellschaftet. Patienten
mit mindestens zwei aGGAb wiesen eine hohere diagnostische Sicherheit auf. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit mit einer sehr gut charakterisierten Kohorte von Patienten mit
Immunneuropathien lassen auf eine pathogenetische Relevanz der Gangliosid-Antikorper
aGM1, aGD1b sowie aSF schlieBen, die es in grolRer angelegten, multizentrischen Studien zu

validieren gilt.
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3. Diskussion

Die in der vorliegenden Habilitationsschrift zusammengefassten und zum groRem Teil
aufeinander aufbauenden Arbeiten verfolgten das Ziel, durch Untersuchung zelluldrer, aber
auch antikorper-vermittelter Mechanismen die zugrundeliegenden Pathomechanismen der
noch weitgehend unverstandenen CIDP zu untersuchen. Langfristiges Ziel soll es sein,
diagnostische Biomarker zu finden, die eine schnellere Diagnosefindung erlauben und somit
den sekundar-axonalen Schaden und damit eine dauerhafte Behinderung verhindern. Diese
sollen zudem zu einer hoheren diagnostischen Sicherheit fihren und damit die hohe Rate an
Fehldiagnosen reduzieren sowie im optimalen Falle zu einer individuell zugeschnittenen

,maBgeschneiderten” Therapieentscheidung verhelfen.

3.1. Autoreaktive Th1l-Antworten gegeniiber neuen peripheren Myelin-

Antigenen und para/nodalen Neurofaszin-Antigenen

Alle bis dato verfiigbaren first-line Therapien haben eine Ansprechrate von ca. 60-70%, bei
entsprechendem Therapiewechsel kdnnen bis zu 80% Ansprechraten erreicht werden
(Cocito et al. 2010). Eine friihe Diagnosestellung und damit Einleitung der Therapie kann den
Verlauf beglinstigen, insbesondere durch die Abwendung eines sekundar-axonalen
Schadens, der in der Regel mit einer dauerhaften, irreversiblen Behinderung des Patienten
einhergeht (Kieseier et al. 2018). In bislang nur sehr wenigen Studien wurden autoreaktive
T-Zell-Antworten gegeniiber den peripheren Myelin-Antigenen P2 und PMP22 bei Patienten
mit Immunneuropathien untersucht, in denen sich nur vereinzelt positive Antworten bei
CIDP-Patienten oder im Tiermodell EAN zeigten (Csurhes et. al 2005; Sanvito et al. J Neurol
Neurosurg Psychiatry. 2009; Yan et al. 2001;). Im Unterschied zu den genannten Arbeiten
untersuchten wir therapie-naive Patienten, die nachfolgend auf IVIGs eingestellt wurden.

Fir die Bestimmung myelin-antigenspezifischer T-Zell-Antworten wurde der Elispot-Assay
eingesetzt, der eine robuste und sehr sensitive Methode darstellt. Dieser kann sowohl mit
frischen als auch mit eingefrorenen PBMCs genutzt werden. Dabei bendtigt der Elispot-Assay
ca. 10mal weniger Zellen im Vergleich zur Durchflusszytometrie und bietet eine Sensitivitat
von 1:100 0000 (Lehmann et al. 2012). Er stellt somit eine exzellente Methode zur Detektion

niedrigfrequenter auto-antigen spezifischer Zellen gerade auch im Langzeitverlauf dar.
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Wir detektierten erhohte P2- und PMP22- spezifische [IFN-y-Antworten vor
Therapieeinleitung, die unter der IVIG-Langzeit-Therapie deutlich zuriickgingen, allerdings
nur in der Gruppe der IVIG-Responder (Klehmet et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2015).
Dies vermag auf einen spezifischen pathogenen Effekt der untersuchten Epitope hinweisen,
der durch die Therapie mit IVIG gemindert werden kann. Allerdings berlicksichtigte diese
Studie viele andere in Frage kommende Antigene nicht und konnte diese Frage somit nicht
hinreichend beantworten. Im Zuge dessen erweiterten wir das Antigen-Repertoire und
analysierten im Folgenden zum einen das aus der Multiplen Sklerose bekannte
immundominante Epitop des MBP (MBP 82-100) sowie das aus der EAN bekannte Epitop PO
180-199, welche bislang bei der CIDP noch nicht untersucht worden waren. Wir fanden fir
beide Antigene erhdhte Responsen im Vergleich zur Kontrollgruppe, interessanterweise mit
deutlicher Betonung in der Gruppe der atypischen Varianten (Staudt et al. 2017). Rezente
Studien weisen darauf hin, dass Antigene, die dem nicht-kompakten Myelin entstammen,
also vornehmlich in den (para)nodalen Nervenabschnitten des Ranvierschen Schniirrings zu
finden sind, moglicherweise ein hohes autoimmunologisches Potential aufweisen kénnen
(Ng et al. 2012; Ogata et al. 2015; Querol et al. 2014,). Wir suchten daher erstmals nach
Neurofaszin-spezifischen T-Zell-Antworten und fanden sowohl in der Gruppe der typischen
CIDP-Patienten als auch in der MADSAM-Gruppe erhohte IFN-y-Frequenzen gegeniber
NF155 und NF186 (Diederich et al. 2018). Im Gegensatz zu bislang veroffentlichten NF-
Antikorper-Studien (Delmont et al. 2017; Querol et al. 2014) fand sich in unseren zelluldaren
Studien keine Assoziation zu distinkten klinischen Merkmalen, wie Tremor, Ataxie oder
Therapieresistenz. Im Gegenteil, wir fanden eine insgesamt gute Therapieansprechrate in
den Patienten, die eine Th1-Antwort gegeniiber NF155 oder NF186 aufwiesen, was auf einen
T-Zell-vermittelten Autoimmunprozess hindeuten kann. Diese These wird unterstlitzt durch
unsere Beobachtung, dass NF-spezifische T-Zell-Antworten haufiger sind als die bislang
veroffentlichten Antikdrper-Pravalenzen (Devaux et al. 2012; Ng et al. 2012; Querol et al.

2014).

3.2. Die Rolle der T-Memory-Zellen bei der CIDP

Das T-Zell-Gedachtniskompartiment beeinflusst die Antigenkontrolle und somit womoglich
auch die Autoimmunantwort bei klassischen Autoimmunerkrankungen (Haegele et. al 2007,

Matteuci et al. 2011). Im Gegensatz zu bislang veroffentlichten Studien (Sanvito et al.
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Autoimmunity 2009) fanden wir wiederholt ein verandertes T-Gedachtniskompartiment bei
CIDP-Patienten, welches durch erhéhte Frequenzen von CD4+ TEM und TCM und zum Teil
auch von CD8+ Effektorzellen charakterisiert war (Klehmet et al. J Neurol Neurosurg
Psychiatry. 2015; Klehmet et al. ] Neuroimmunol. 2015 sowie Staudt et al. 2017). Wir fanden
zudem  Hinweise darauf, dass IVIG-behandelte Patienten ein  verdndertes
CD8+Gedachtniskompartiment aufwiesen (Klehmet et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry.
2015; Klehmet et al. J Neuroimmunol. 2015). Zusammen mit den erhéhten Myelin-
spezifischen T-Zellantworten kénnen die erhdhten Frequenzen an Effektor-Memory-Zellen in
den IVIG-Responder-Patienten auf einen chronischen autoantigen-induzierten Prozess
hinweisen, der eine gute ,Angriffsflache” fir immunmodulatorische Therapien wie die IVIGs
darstellt. Diese These wird zudem unterstiitzt durch unsere Beobachtung, dass es unter
einer Langzeit-IVIG-Therapie zu einer signifikanten Reduktion der CD8+TEM und somit zu
einem mehr anti-inflammatorischen Immunstatus kommt, der nachfolgend auch
autoreaktive T-Zell-Antworten minimiert (Klehmet et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry.

2015).

Im Gegensatz zu IVIG-behandelten Patienten wiesen Langzeit-Kortison-Patienten
durchgehend reduzierte CD4+Subpopulationen auf (Klehmet et al. ] Neuroimmunol. 2015).
Insbesondere die reduzierten CD4+naiven T-Zell-Frequenzen, die nur in den GS-behandelten
Patienten zu finden waren, konnten die langer anhaltenden Remissionsphasen erklaren, die
nach Absetzen der Kortisontherapie im Vergleich zu IVIG zu beobachten waren (Eftimov et
al. 2012; Nobile-Orazio et al. 2012). Naive T-Zellen regulieren die CD45R0O- Gedachtniszellen
nach Antigenkontakt und-priming hoch und fiihren so zu einer Differenzierung in Richtung
Effektor-Memory-Zellen (Yamane and Paul 2013). Sie gelten daher als Quelle der antigen-
spezifischen T-Zellen. Eine Reduktion dieser naiven T-Zellen durch Kortisontherapie kénnte
somit die antigen-spezifische T-Zellantwort verzogern und die ldangeren klinischen

Remissionsphasen erklaren.

3.3. Unterschiede in der Inmunantwort bei der CIDP und ihren Varianten

Die typische CIDP unterscheidet sich hinsichtlich ihres Therapieansprechens von der
Mehrzahl der sogenannten atypischen Varianten (Nobile-Orazio J Peripher Nerv Syst. 2014).
Zudem sind es gerade die atypischen Varianten, die in der klinischen Praxis grolRe Probleme

hinsichtlich einer schnellen diagnostischen Zuordnung und damit zligigen Einleitung einer
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Therapie verursachen. Diese klinischen Unterschiede lassen auf differente zugrundeliegende
Pathomechanismen schlieBen. Interessanterweise spiegelt sich diese Hypothese wenig bis
gar nicht in den bislang veroffentlichten Studien zur CIDP wider. Unsere Ergebnisse
implizieren, dass sich Patienten mit typischer CIDP von denen mit einer atypischer CIDP
unterscheiden (Staudt et al. 2017). Uberraschenderweise wiesen gerade die Patienten mit
atypischer CIDP hohere Frequenzen an myelin-spezifischen T-Zellantworten sowie T-
Effektor-Memory-Zellen auf. Uber die Griinde kann an dieser Stelle nur spekuliert werden.
Auf der einen Seite vermag die verstarkte Immunantwort gegentiber Myelin-Antigenen der
Grund flr ein schlechteres Ansprechen sein, andererseits aber auch die Folge eines
insuffizienten Ansprechens. In einer auf diese ersten Beobachtungen aufbauenden
Ergebnisse untersuchten wir konkret die myelin-spezifischen Antigene MBP 82-100 und PO
180-199 sowie die (para)nodalen Antigene NF155 und NF186 hinsichtlich spezifischer Thl-
Antworten in Patienten mit typischer CIDP verglichen mit Patienten mit MADSAM, DADS und
sensibler CIDP, also den haufigsten atypischen Varianten. Dabei zeigte sich, das mindestens
zwei positive antigen-spezifische T-Zell-Antworten hoch pradiktiv flr jeden Subtyp der CIDP
waren. Dabei wiesen MADSAM —Patienten und Patienten mit sensibler sowie klassischer
CIDP die insgesamt breiteste Immunantwort auf. NF186-Antworten zeigten die grofSte
Trennscharfe fur MADSAM; MBP und PO-Antworten dagegen bei der sensiblen CIDP.
Interessanterweise fanden wir im Gegensatz zu Vorpublikationen (Devaux et al. 2012; Ng et
al. 2012; Querol et al. 2014) keinen einzigen Patienten, der NF155-Antikorper aufwies. Auch
fanden sich in unserer Kohorte keine Assoziation zwischen distinkten klinischen Merkmalen
und dem Vorkommen bestimmter T-Zell-Antworten. Allerdings zeigten Patienten, die
positive NF155 T-Zell-Responsen aufwiesen, ein durchweg gutes Ansprechen auf
immunmodulatorische Therapien, was letztlich auf einen mehr T-Zell gesteuerten Prozess
hindeuten kénnte.  Zudem unterstreichen die in hoherer Frequenz auftretenden NF-
spezifischen Thl-Antworten die Bedeutung der nodalen und paranodalen Region und
unterstitzen damit die These des Ranvier'schen Knoten als wichtiges immunologisches Ziel
bei Immunneuropathien. Im Gegensatz dazu zeigen die gute Trennscharfe von PO und MBP-
IFN-y-Antworten bei der sensiblen CIDP einen moglicherweise interessanten diagnostischen
Aussagewert in Abgrenzung zu anderen Differentialdiagnosen, insbesondere der
idiopathischen oder der diabetogenen Polyneuropathie. Vor dem Hintergrund der Seltenheit

der Erkrankung und der damit einhergehenden geringen Patientenzahl sind groRer
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angelegte, multizentrische Studien inklusive anderer demyelinisierender Krankheitshilder
vonnoten, um die gefunden T-Zell-Antworten als mogliche diagnostische Biomarker zu

validieren.

3.4. Die Rolle der Gangliosid- sowie der Sulfatid-Antikorper bei

Immunneuropathien

Mittels neuartig entwickeltem Line-Immunoassay fanden wir in der Gruppe jlngerer
Patienten mit Immunneuropathien signifikant hohere Frequenzen an GM1-IgM, aSF-IgM
sowie GD1b-IgM Antikérpern im Vergleich zu Patienten mit anderen neuromuskuldren
Erkrankungen, Multipler Sklerose sowie Gesunden. Das Vorhandensein von mindestens
einem anti-Gangliosid-Ak (aGAAb) war in 27,9% der Patienten mit Immunneuropathien zu
finden (Klehmet et al. 2018) und unterschied sich damit relevant von anderen Vorarbeiten
(Nobile-Orazio et al. 2010; Palavicini et al. 2016). Patienten, die mindestens zwei aGAAb
aufwiesen, zeigten eine hohe Assoziation fiir eine nach EFNS-Kriterien definitive Diagnose.
aSF zeigte sich insbesondere in der Gruppe mit definitiver CIDP und MMN erhoht, die
insgesamt sehr gut auf Therapien ansprach (Klehmet et al. 2018). Im Gegensatz zu
Vorarbeiten, die einen primar axonalen Schaden betonen (Dabby et al. 2000), konnte dies
auf eine Relevanz von Sulfatid als autoimmunologisches Target hindeuten, was durch die
Assoziation mit dem Vorkommen von Leitungsblocken und im Vordergrund stehenden
motorischen Ausfdllen in unserer untersuchten Kohorte unterstrichen wird. Die hohere
Pravalenz auch von GM1-IgM bei diesen Patienten lasst sich zudem gut dadurch erkldren,
dass GM1 primar auf der Oberfliche von Schwann’schen Zellen und membranaler
Bestandteil der motorischen Nerven ist. Interessanterweise zeigen sich bei akuten
Immunneuropathien, wie dem Guillain-Barré-Syndrom Antikorper vom IgG-Isotyp, bei den
chronischen Immunneuropathien dagegen IgM-Antikorper. Dies konnte auf eine sekundare
Antikorper-Antwort hindeuten, basierend auf einer pradominierenden T-Zell vermittelten
Demyelinisierung, die wir in den Vorarbeiten in aller Ausfiihrlichkeit bereits besprochen

haben.
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4. Zusammenfassung

Bislang sind die zugrundeliegende Pathomechanismen bei der CIDP wenig verstanden. In den
vorgestellten Studien wurden mehrere Kandidatenantigene bei Patienten mit CIDP
untersucht, die sowohl dem peripheren Myelin als auch der para- sowie nodalen Region
eines Nerven entstammen. Es konnte mit Hilfe des Elispot-Assays gezeigt werden, dass
CIDP-Patienten autoreaktive T-Zellantworten sowohl gegenliber peripher Myelin-
spezifischen- als auch (para)nodalen Antigenen aufweisen. Dabei fanden sich in der Gruppe
der atypischen CIDP insgesamt mehr autoreaktive T-Zell-Responsen verbunden mit erhéhten
Frequenzen an T-Effektor-Memory-Zellen. In einer Subgruppenanalyse, in denen
verschiedene periphere Myelinantigene als auch Antigene gegen die para- und nodale
Nervenregion getestet wurden, zeigten sich Unterschiede in den einzelnen klinischen
Subgruppen und der klassischen CIDP. Dabei zeigten Patienten mit sensibler und klassischer
CIDP sowie MADSAM-Patienten die jeweils breiteteste Autoimmunantwort gegentber den
getesteten Antigenen. Der Nachweis von Immunantworten gegentiber mindestens 2 der
getesteten Antigene war pradiktiv flir das Vorhandensein einer CIDP. In der ROC-Analyse
zeigte sich eine gute Trennscharfe fiir das Vorhandensein einer MADSAM (NF186-Antwort)
bzw. einer sensiblen CIDP (MBP und PO-Antwort). Autoreaktive T-Zell-Antworten gegeniiber
peripheren Myelinantigenen waren vor allem in den Patienten in groRerer Frequenz
nachweisbar, die gut auf eine immunmodulatorische Therapie ansprachen und sanken im
Langzeitverlauf unter der Therapie mit IVIGs. Diese Myelin-spezifischen T-Zell-Antworten
gingen mit einem veranderten T-Zell-Gedachtniskompartiment einher, welches
insbesondere durch eine Reduktion von CD8+Effektor—Memory-Zellen gekennzeichnet war.
Interessanterweise zeigten sich Unterschiede im Gedéachtniszell-Kompartiment in der
Subgruppenanalyse zwischen IVIG- und GS Langzeit-behandelten Patienten. Wahrend
Cortison-behandelte Patienten eine Reduktion durchweg aller CD4+ und tendenziell
CD8+Subpopulationen aufwiesen, zeigten die 1VIG-behandelten Langzeittherapie-Patienten
eine spezifische Verdanderung nur des CD8-Effektor-Kompartiments.

Neben den T-Zell-Antworten waren in CIDP-Patienten auch Gangliosid-Antikorper,
insbesondere GM1, aSF und GD1b-IgM, mittels der neuen Methode des Line Immunoassays
nachweisbar. Diese fanden sich vor allem in der Gruppe der nach EFNS-Kriterien sicheren

CIDP/MMN und in Assoziation mit Leitungsblécken und motorischen Ausfallen. Im Gegensatz
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zu friheren Arbeiten zeigten sich in der hier vorgestellten Arbeit insgesamt hohere
Pravalenzen dieser Antikorper von IgM-Typ, was auf eine sekundare Antikdrper-Antwort
basierend auf eine pradominierende T-Zell vermittelte Demyelinisierung hindeuten kdnnte.

Zusammenfassend erscheinen die vorgestellten Daten hinsichtlich autoantigen-spezifischer
T-Zellantworten und Gangliosid-Antikdrper ein vielversprechender Biomarker-Ansatz. Vor
dem Hintergrund der Seltenheit der Erkrankung sind groRer angelegte Studien vonnoten.
Schwerpunkt dieser grofRer angelegter Kohortenstudien sollte daher die Validierung dieser
Biomarker sein, um perspektivisch ihren Einsatz als diagnostische und prognostische Marker

bei der CIDP und ihren Varianten zu ermoglichen.
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