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1. Abstracts 

1.1 Abstract auf Deutsch 

Hintergrund    Die chronisch inflammatorisch demyelinisierende Polyneuropathie 

(CIDP) ist eine seltene Erkrankung des peripheren Nervensystems und kann in die 

typische CIDP und atypische CIDP-Manifestationen unterteilt werden. Die 

atypischen Varianten sind unter anderen die distal aquirierte demyelinisierende 

sensomotorische Neuropathie (DADS), die multifokal aquirierte demyelinisierende 

sensomotorische Polyneuropathie (MADSAM) sowie die sensible CIDP. Die 

Abgrenzung dieser Varianten voneinander und von nicht immunvermittelten 

Polyneuropathien stellt eine klinische Herausforderung dar. T-Zell-Antworten gegen 

verschiedene myelinspezifische Peptide konnten in CIDP-Patient*innen ebenso 

nachgewiesen werden wie die Assoziation distinkter klinischer Erscheinungsbilder 

der CIDP mit spezifischen Neurofascin-Autoantikörpern im Blutserum der 

Patient*innen. Auf diesen Ergebnissen aufbauend soll in der vorliegenden Arbeit die 

Hypothese geprüft werden, nach der sich die CIDP-Varianten in der spezifischen 

Immunreaktion gegen verschiedene Epitope des peripheren Nervens 

unterscheiden.   

Gegenstand dieser Studie ist die Untersuchung der Frage, ob die verschiedenen 

Subtypen der CIDP in ihren Typ1-T-Helfer (TH1) Zellantworten gegen die 

paranodalen und nodalen Peptide Neurofascin (NF155 und NF186) sowie die 

myelinspezifischen Peptide myelin protein zero (P0 180–199) und myelin basic 

protein (MBP 82–100) Spezifikationen zeigen. Weiterhin untersuche ich, ob, 

assoziiert zu TH1-Reaktionen gegen NF155 und NF186, Autoantikörper gegen 

diese Epitope vorliegen.  

Methoden    Eine interferon-gamma enzyme-linked immunospot Untersuchung 

wurde genutzt, um antigenspezifische TH1-Antworten in 48 Patient*innen mit 

diagnostizierter typischer CIDP (n=18), DADS (n=8), MADSAM (n=9) und sensibler 

CDP (n=13) im Vergleich zu anderen nicht immunvermittelten Polyneuropathien 

(ON, n=19) und gesunden Kontrollen (HC, n=9) nachzuweisen. Blutserum dieser 

Patient*innen wurde mit einem enzyme-linked immunosorbent assay auf 

Autoantikörper gegen NF155 und NF 186 getestet.   

Ergebnisse    Positive TH1-Antworten gegen zwei oder mehr Antigene waren hoch 

prädiktiv für die CIDP (positiver prädiktiver Wert = 0,95) und wurden in 77% der 
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CIDP-Patient*innen gefunden. Verglichen mit den Kontrollen zeigten Patient*innen 

mit MADSAM und sensibler CIDP die breitesten TH1-Antworten gegen alle vier 

Antigene. Die Fläche unter der Kurve (AUC) für NF186 war in MADSAM 0,94 [95% 

Konfidenzintervall (KI) 0,82–1] verglichen mit ON. Für die sensible CIDP war die 

AUC 0,94 [95% KI 0,86–1] für P0 180–199 und 0,95 [95% KI 0,88–1] für MBP 82–

100 im Vergleich zu ON. Autoantikörper gegen NF155 oder NF186 wurden nicht 

nachgewiesen.  

Schlussfolgerung    TH1-Antworten gegen die untersuchten paranodalen, nodalen 

und myelinspezifischen Peptide sind häufig in der CIDP. TH1-Reaktionen gegen 

NF186 könnten als Immunmarker für MADSAM, TH1-Reaktionen gegen P0 180–

199 und MBP 82–100 als Immunmarker für die sensible CIDP dienen. Es bedarf 

größerer multizentrischer Studien zur Validierung und Etablierung dieser 

Immunmarker als diagnostische Hilfsmittel. 

 

1.2 Abstract auf Englisch 

Background    Chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy (CIDP) is a rare 

autoimmune disorder of the peripheral nervous system and can be divided into 

typical CIDP and atypical CIDP manifestations. Atypical variants are among others 

distal acquired demyelinating polyneuropathy (DADS), multifocal acquired 

demyelinating sensory and motor polyneuropathy (MADSAM), and sensory CIDP. 

Differentiating these variants from one another and from non-immune 

polyneuropathies remains challenging in clinical neurology. T-cell responses to a 

range of different myelin-derived epitopes were detected in patients with CIDP. 

Further, the association of distinct clinical phenotypes of CIDP with specific 

neurofascin-autoantibodies in patient´s blood sera was shown. Based on these 

findings I hypothesize, that CIDP-variants differ in their specific immunoreaction 

against different epitopes of the peripheral nervous system. 

In order to proof that hypothesis, the objective of this study is to investigate whether 

different subtypes of CIDP show specifications in their type 1 helper T cell (TH1) 

responses against paranodal and nodal neurofascin (NF155 and NF186), as well as 

myelin-specific peptides myelin protein zero (P0 180–199) and myelin basic protein 

(MBP 82–100). Further, I investigate if in association to TH1-reactions against 

NF155 and NF186 autoantibodies against these epitopes can be detected. 
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Methods    Interferon-gamma enzyme-linked immunospot assay was used to detect 

antigen-specific TH1-responses in 48 patients with diagnosed typical CIDP (n=18), 

DADS (n=8), MADSAM (n=9), and sensory CIDP (n=13) compared to other non-

immune polyneuropathy (ON, n=19) and healthy controls (HC, n=9). Blood sera of 

these patients were tested for autoantibodies against NF155 and NF 186 with an 

enzyme-linked immunosorbent assay.  

Results    Positive TH1-responses against two or more antigens were highly 

predictive for CIDP (positive predictive value = 0.95) and were found in 77% of CIDP 

patients.  Compared to controls, MADSAM and sensory CIDP patients showed 

broadest TH1-responses to all four antigens. The area under the receiver operating 

characteristics curve (AUC) of NF186 in MADSAM was 0.94 [95% confidential 

interval (CI) 0.82–1] compared to ON. For sensory CIDP, AUC of P0 180–199 was 

0.94 [95% CI 0.86–1] and for MBP 82–100 0.95 [95% CI 0.88–1] compared to ON. 

Autoantibodies against NF155 or NF186 were not detected.  

Conclusion     TH1-responses to investigated paranodal, nodal and myelin-specific 

peptides are common in CIDP. TH1-reactions against NF186 may be used as 

biomarker for MADSAM and TH1-reactions against P0 180–199 and MBP 82–100 

as biomarkers for sensory CIDP. Larger multicenter studies are necessary to 

establish these biomarkers as diagnostic tools. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Beide Versionen des Abstracts folgen modifiziert der folgenden Publikation:   

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. Front Neurol. 2018 

Mar 19;9:171. 
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2. Manteltext 

2.1 Einleitung 

Die chronisch inflammatorisch demyelinsierende Polyneuropathie (CIDP) ist zwar 

die häufigste autoimmunvermittelte Polyneuropathie des peripheren 

Nervensystems (PNS), jedoch bei einer geschätzten Prävalenz von 0,8 - 8,9 

Erkrankungsfällen pro 100.000 Westeuropäer eine sehr seltene Erkrankung. Sie 

verursacht Demyelinisierungen im PNS und führt bei über 50 Prozent der 

Patient*innen im Verlauf der Erkrankung zu einer Hilfebedürftigkeit beim Gehen und 

bei Tätigkeiten des täglichen Lebens. [1]  

Klinisch können neben der typischen CIDP weitere Verlaufsformen unterschieden 

werden. Diese bilden die Gruppe der sogenannten atypischen CIDP, die insgesamt 

etwa die Hälfte der CIDP-Diagnosen ausmachen. Unter den atypischen CIDP-

Formen ist die distal aquirierte demyelinisierendene sensomotorische Neuropathie 

(DADS) die häufigste Erkrankung, unter dieser Form leiden so circa 24-35%. Unter 

den weiteren atypischen CIDP-Formen wie der multifokal aquirierten 

demyelinisierenden sensomotorischen Polyneuropathie (MADSAM) leiden 8-15% 

und unter der sensible CIDP 10-13%. Weitere seltene Varianten sind die rein 

motorische CIDP mit weniger als 10% der Patient*innen sowie in etwa 2% der Fälle 

die fokale CIDP. Nicht genauer spezifizierte Erscheinungsformen werden zudem 

unter dem Terminus „andere CIDP“ zusammengefasst. [2] 

Die Pathogenese der verschiedenen Formen dieser Erkrankung ist nicht 

hinreichend geklärt und ist weiterhin Gegenstand der Forschung. Unterschiedlich 

verlaufende Immunreaktionen werden als ursächlich für die verschiedenen 

Manifestationen dieser Autoimmunkrankheit diskutiert. [3] An dieser 

Entzündungsreaktion ist sowohl das zelluläre wie auch das humorale Immunsystem 

beteiligt. Sie richtet sich dabei gegen eine Vielzahl verschiedener Strukturen im 

PNS. [2-5] Meine Arbeitsgruppe konnte in einer vorangegangenen Studie eine 

erhöhte Konzentration aktivierter T-Lymphozyten und vor allem aktivierter CD4-

positiver Typ1-T-Helferzellen (TH1) im peripheren Blut von CIDP-Patient*innen 

zeigen. [6] Durch Verwendung einer interferon-gamma enzyme-linked immunspot 

(ELISPOT) Untersuchung konnten die Reaktionen von TH1-Zellen unter anderem 

als spezifisch gegen die myelinanhängenden Peptide myelin protein zero 180–199 

(P0 180-199) und myelin basic protein 82–100 (MBP 82–100) gerichtet identifiziert 
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werden. [7-8] Dabei konnten wir in den TH1-Reaktionen gegen diese Antigene 

bereits signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen der 

typischen CIDP und einer Gruppe verschiedener atypischer Varianten der CIDP 

erkennen [8].  

Neben TH1-Reaktionen gegen diese Peptide konnten in anderen Studien 

Autoantikörper gegen das paranodal exprimierte Neurofascin 155 (NF155) [9] sowie 

das nodal exprimierte Neurofascin 186 (NF186) [10] in Patient*innen mit CIDP 

identifiziert werden. Diesen Autoantikörpern wird unter anderem eine Störung der 

saltatorischen Erregungsleitung im Bereich der Ranvier´schen Schnürringe am 

peripheren Nerven zugeschrieben. [11] Außerdem zeigte sich eine Assoziation von 

Autoantikörpern des IgG4-Subtyps gegen NF155 mit frühem Krankheitsbeginn, 

männlichem Geschlecht, schlechtem Ansprechen auf Therapie mit intravenösen 

Immunglobulinen (IVIg) und dem Symptom eines Tremors in CIDP-Patient*innen 

[12-13].  

Vor dem Hintergrund dieser Forschungsergebnisse postuliere ich einen 

Zusammenhang von spezifischen Immunantworten und dem Auftreten der 

verschiedenen CIDP-Varianten. In dieser Arbeit wird die Hypothese geprüft, ob in 

Patient*innen mit verschiedenen Varianten der CIDP TH1 spezifische IFN-γ-

Antworten gegen NF155, NF186, P0 180–199 und MBP 82–100 in ELISPOT-

Untersuchungen nachweisbar sind und ob diese Immunantworten ferner mit einer 

bestimmten Variante der CIDP assoziiert sind. Sollte diese Hypothese nicht 

widerlegt werden, kann diese postulierte Assoziation der antigenspezifischen TH1-

Reaktionen mit Varianten der CIDP der Entwicklung von Immunmarkern dienen. 

In der Literatur wurde der Zusammenhang von anti-NF155-Antikörpern mit 

distinkten klinischen Erscheinungsbildern der CIDP und schlechtem 

Therapieansprechen postuliert. [12-13] Es konnte so eine Assoziation von anti-

NF155-Antikörpern mit frühem Krankheitsbeginn, männlichem Geschlecht, 

schlechtem Ansprechen auf die Therapie mit IVIg sowie das Symptom eines 

Tremors gezeigt werden. Ausgehend von diesem Zusammenhang stelle ich die 

Hypothese auf, der zufolge auch Patient*innen mit TH1-Reaktionen spezifisch 

gegen Neurofascin und die myelinspezifischen Antigene distinkte klinische 

Erscheinungsbilder zeigen. Zur Überprüfung dieser Hypothese bestimme ich den 

klinischen Phänotyp und den bisherigen Therapieverlauf der Patient*innen und 
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prüfe diese Daten auf eine Assoziation mit den spezifischen TH1-Reaktionen gegen 

Neurofascin und die myelinspezifischen Antigene. 

Zur genaueren Erforschung des Zusammenhangs von anti-Neurofascin-Antikörpern 

mit der CIDP untersuche ich ferner die Annahme, nach der eine Assoziation der 

TH1-Reaktionen spezifisch gegen NF155 und NF186 mit Autoantikörpern gegen 

diese Peptide vorliegt. Zum Ausschluss einer Falsifikation dieser angenommenen 

Assoziation bestimme ich mittels eines enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) die Konzentration von Autoantikörpern gegen NF155 und NF186 im 

Blutserum der CIDP-Patient*innen und der Patient*innen mit nicht 

immunvermittelter Polyneuropathie und vergleiche diese mit den ebenfalls 

bestimmten NF155 und NF186 spezifischen TH1-Reaktionen. 

 

2.2 Methodik 

Die hier dargestellte Methodik meiner Forschungsarbeit vertieft die in meiner 

Publikation [14] dargestellten Methoden. Wenn nicht anderes benannt, so wurden 

alle beschriebenen Experimente, Untersuchungen und Analysen von mir 

durchgeführt.  

 

2.2.1 Patient*innen  
Nach erfolgter Genehmigung der Studie unter der Antragsnummer EA1/025/11 

durch die Ethikkommission der Charité – Universitätsmedizin Berlin begann die 

Rekrutierung geeigneter Patient*innen an der Hochschulambulanz der Klinik für 

Neurologie der Charité – Universitätsmedizin Berlin. Alle Studienteilnehmer*innen 

gaben nach mündlicher und schriftlicher Aufklärung über Art, Umfang, Inhalt und 

Risiken der Studie durch die betreuende Studienärztin ihr schriftliches 

Einverständnis zur Teilnahme an der Studie. Im Anschluss erfolgte die 

Pseudonymisierung der Studienteilnehmer*innen.  

In diese Studie konnten insgesamt 48 Patient*innen mit typischer CIDP (n = 18), 

DADS (n = 8), MADSAM (n = 9) und sensibler CIDP (n = 13) eingeschlossen 

werden. Die Diagnose wurde auf Grundlage der Kriterien der Europäischen 

Föderation der Neurologischen Gesellschaften und der Peripherer Nerv 

Gesellschaft (EFNS/PNS) gestellt. [15] Die Einschätzung des klinischen Zustands 

der Patient*innen wurde durch Verwendung des Medical Research Council Sum 
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Scores (MRC), der auf der Bestimmung und Summierung der vorhandenen Kraft an 

acht Muskelgruppen der Extremitäten beruht, [16] sowie des sogenannten 

Inflammatory Neuropathy Cause and Treatment (INCAT) disability score objektiviert 

[17]. Zur Klassifikation des Aktivitätsgrades der Erkrankung wurde der CIDP 

Erkrankungsaktivitätsstatus (CDAS) ermittelt, der in die Stadien „instabil aktiv“, 

„verbessernd“, „stabil aktiv“, „in Remission“ sowie „geheilt“ unterteilt wird. [18] Zur 

Auswertung wurde der „instabil aktive“ und der „verbessernde Status“ als „instabile 

Stufe“ sowie der „stabil aktive Status“ und der „Status der Remission“ als „stabile 

Stufe“ der Erkrankung gewertet. Niemand der in die Studie eingeschlossenen 

Patient*innen wurde als „geheilt“ eingestuft. Die klinische Phänotypisierung der 

Patient*innen erfolgte anhand der Auswertung der Fallgeschichten sowie der 

Datenbank der CIDP-Sprechstunde der neurologischen Poliklinik der Charité – 

Universitätsmedizin Hochschulambulanz. Die in die Studie eingeschlossenen 

Patient*innen standen zur Zeit der Studie und in den sechs Monaten vor Eintritt in 

die Studie nicht unter immunsuppressiver Therapie mit den Wirkstoffen Azathioprin, 

Cyclosporin A, Methotrexat oder einem Glucocorticoid. Ein Therapieerfolg unter 

Gabe von IVIg wurde als Verbesserung um zwei oder mehr Punkte im MRC-

Summenscore in zwei unterschiedlichen Muskelgruppen, als Verbesserung um 

einen oder mehr Punkte im INCAT oder eine Verbesserung der eingangs 

angegebenen Gehstrecke um mindestens 50% definiert [6,19].  

Als Kontrollen wurden neun gesunde Proband*innen (engl. healthy control = HC) 

sowie 19 Patient*innen mit einer bestehenden Polyneuropathie anderer, nicht 

immunologischer Genese (engl. other polyneuropathy = ON) in die Studie 

eingeschlossen. Diese waren im Einzelnen an einer idiopathischen axonalen 

Polyneuropathie (n = 13), einer diabetischen Polyneuropathie (n = 2), einer 

metabolischen oder toxischen Polyneuropathie (n = 1), einer hereditären 

Polyneuropathie (n = 1), einer Motoneuronerkrankung (n = 1) oder einer ATTR 

Amyloidose assoziierten Neuropathie (n = 1) erkrankt.  

  

2.2.2 Blutproben  

Für die ELISPOT-Untersuchung wurden für die Gewinnung der Blutproben CPT 

Röhrchen (BD Vacutainer; Becton, Dickinson and Company; Franklin Lakes, NJ, 

USA) genutzt. Bei Patient*innen, die unter Therapie mit IVIg standen, wurde das 

Blut am ersten Tag des Therapiezyklus unmittelbar vor Gabe der ersten Infusion 
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abgenommen. Die mononukleären Zellen des peripheren Bluts (engl. peripheral 

blood mononuclear cells = PBMC) wurden innerhalb von drei Stunden mittels 

Differentialzentrifugation isoliert und in CTL-Test-Medium (CTL Europe GmbH, 

Bonn, Deutschland) auf eine Konzentration von 6 x 106 Zellen pro Milliliter 

eingestellt.  

Für die ELISA-Untersuchung wurden Unterdrucksammelgefäße für Serum (BD 

Vacutainer; Becton, Dickinson and Company) genutzt. Das Serum wurde mittels 

Differentialzentrifugation separiert und bei -82°C bis zur Untersuchung aufbewahrt. 

 

2.2.3 Antigene  

Rekombinant hergestelltes Neurofascin (NF155 und NF186) wurde 

freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. E. Meinl (Institut für klinische 

Neuroimmunologie, Ludwig-Maximilians-Universität München) zur Verfügung 

gestellt und bereits von ihm in der Vergangenheit beschrieben. [9] Die verwendeten 

Peptide P0 180–199 und MBP 82–100 wurden von Herrn Prof. Dr. R. Volkmer 

(Institut für Medizinische Immunologie, Charité – Universitätsmedizin Berlin) 

hergestellt und von uns in der Vergangenheit genutzt und beschrieben. [8] Das als 

Kontrolle zur T-Zellstimulation verwendete CEF, ein Peptidpool von 23 MHC Klasse 

I Peptiden viraler Abkunft, [20] stammt von JPT (JPT Peptide Technologies GmbH, 

Berlin).  

 

2.2.4 ELISPOT  

Für die ELISPOT-Untersuchung habe ich das aus Vorstudien meiner Arbeitsgruppe 

etabliertes Protokoll genutzt. [6,8] Dazu wurden Mikrofilterplatten mit 96 kleinen 

Schächten, den sogenannten Wells, (Millipore, Billerica, MA, USA) mit einem IFN-

γ-spezifischen Antikörper (eBioscience, San Diego, CA, USA) in der Konzentration 

4µg/ml in steriler phosphatgepufferter Salzlösung (engl. phosphate buffered saline 

= PBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) beschichtet und über Nacht 

bei 4°C gelagert. Am ersten Tag der Untersuchung wurden die Platten dreifach mit 

steriler PBS gespült, sodann für ein bis maximal zwei Stunden mit einprozentigem 

bovinen Serumalbumin (BSA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in steriler PBS 

geblockt. Hiernach erfolgte das Dekantieren und Ausklopfen dieser Lösung, bevor 

pro Schacht etwa 6 x 105 PBMC in einem Ansatz aus CTL-Test-Medium (CTL 

Europe GmbH) und auf 2 µg/ml konzentrierte anti-CD28 Antikörpern (eBioscience), 
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die zur Verstärkung der INF-γ-Antwort durch ein zusätzlich stimulierendes Signal 

dienen, [21] ausgesät wurden. Die Peptide NF155, NF186, P0 180–199 und MBP 

82–100 wurden entsprechend einer Zielkonzentration von 40 µg/ml jeweils in 

Triplikaten hinzugefügt. Um spontane IFN-γ-Sekretion zu erkennen, wurde jener 

beschriebene Ansatz aus CTL-Test-Medium und CD28-Antikörpern in der 

Konzentration von 2 µg/ml ohne hinzugefügtes Antigen ebenfalls in Triplikaten als 

Negativkontrolle verwendet. CEF in einer Konzentration von 10µl/ml in selbigem 

Ansatz diente zum Nachweis von aktivierten T-Zellen und damit als Positivkontrolle. 

Die so jeweils mit Triplikaten präparierten Platten wurden für 24 Stunden bei 37°C 

und 5% Kohlendioxid inkubiert.   

Am Folgetag erfolgte das Dekantieren der inkubierten Ansätze sowie eine dreifache 

Spülung aller Schächte zunächst mit PBS sowie ebenfalls dreifach mit einer 0,5% 

Lösung des Tensids Polysorbat 20 (Tween20; Sigma-Aldrich) in PBS (PBS-T). 

Anschließend wurde der zur Detektion notwendige murine anti-human IFN-γ Biotin 

Antikörper (eBioscience) in der Konzentration von 2µl/ml aufgebracht und die 

Platten für 16 bis 24 Stunden bei 4°C gelagert. Hierauf erfolgte eine erneute 

vierfache Spülung der Schächte mit PBS-T sowie die Konjugation der 

Antikörperkomplexe mittels Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (BioLegend, San 

Diego, CA, USA) in der Verdünnung von 1:1.000. Nach zweistündiger 

Aufbewahrung bei Zimmertemperatur in dunkler Umgebung, dreifacher Reinigung 

der Schächte mit PBS-T sowie drei weiteren Reinigungsschritten mittels PBS, 

wurde die 3-amino-9-ethyl-Carbazol-Entwicklungslösung (Sigma-Aldrich) in die 

Schächte eingebracht und die resultierende Färbungsreaktion für maximal fünf 

Minuten unter visueller Kontrolle durch Spülen der gesamten Platte mittels 

vollentsalztem Wasser gestoppt. 

Die resultierenden Punkte wurden mittels eines ELISPOT-Lesegeräts (Autoimmun 

Diagnostika GmbH, Strassberg, Deutschland) und dazugehöriger iSpot 04 Software 

(Autoimmun Diagnostika GmbH) gemessen, gezählt und analysiert, sodass pro 

Schacht eine Zahl an sogenannten Punkt formenden Einheiten (engl. spot forming 

units = SFU) ermittelt wurde. Diese SFU wurden für jedes der Triplikate gemittelt, 

von den jeweiligen durchschnittlichen SFU der spontanen IFN-γ-Sekretion 

subtrahiert und für eine Anzahl von 106 Zellen kalkuliert.  
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2.2.5 ELISA 

Das Protokoll für den hier durchgeführte ELISA sowie der benötigte monoklonale 

A4/3.4 IgM Antikörper aus der Maus [9] wurden freundlicherweise von Herrn Prof. 

Dr. E. Meinl (Institut für klinische Neuroimmunologie, Ludwig-Maximilians-

Universität München) zur Verfügung gestellt. Ein zur Validierung des Testver-

fahrens verwendetes Serum eines Patienten mit Antikörpern gegen NF155 [9, 22] 

wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H. Prüß (Klinik für Neurologie mit 

Experimenteller Neurologie, Charité – Universitätsmedizin Berlin) bereitgestellt.   

Zur Vorbereitung der verwendeten Flachbodenplatten mit 96 kleinen Schächten 

(MaxiSorp; Thermo Fisher Scientific) wurden diese zunächst mit protease- und 

fettsäurefreiem bovinen Serumalbumin der Fraktion V (BSA-V; SERVA 

Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland), NF155 und NF186, jeweils mit 

einer Konzentration von 5µg/ml in einem zuvor angesetztem 0,1M Sodium-

Bicarbonat-Puffer gelöst, beschichtet und über Nacht bei 4°C gelagert. Darauf 

wurde die Pufferlösung dekantiert und alle Schächte dreifach mit einem 0,05% 

Ansatz des Tensids Polysorbat 20 in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS-T) 

gespült. Eine Blockierungspufferlösung von 3% BSA-V in PBS-T (3%BSA-V-PBS-

T) wurde angesetzt und die Platten damit für zwei Stunden bei 37°C und 5% 

Kohlendioxid inkubiert, gefolgt von einem abermaligen Dekantieren und dreifachem 

Spülen der Schächte mit PBS-T. Hierauf erfolgte das Einbringen einer 

Positivkontrolle zur Überprüfung der Antigenbindung am Boden der Schächte, die 

aus dem monoklonalen A4/3.4 IgM Antikörper der Maus in einer Konzentration von 

0,2 µg/ml in 3%BSA-V-PBS-T bestand. Außerdem wurden in Duplikaten eine 

Negativkontrolle aus 3%BSA-V-PBS-T sowie die für die Antikörperbestimmung 

benötigten 1:100 in 3%BSA-V-PBS-T verdünnten Sera der Patient*innen, ebenfalls 

in Duplikaten, in die Schächte eingebracht. Nach einer einstündigen Inkubation bei 

37°C und 5% Kohlendioxid, erforderlichem Dekantieren und sechsfachem Spülen 

mit PBS-T erfolgte die Pipettierung der sekundären Antikörper. Für die 

Positivkontrolle war das der µ-Ketten spezifische Peroxidase konjugierte AffiniPure 

Ziege anti-Maus IgM Antikörper (Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, PA, 

USA), für die Negativkontrolle sowie die Patient*innensera der Peroxidase 

konjugierte AffiniPure Ziege anti-human IgA + IgG + IgM (H+L) Antikörper (Jackson 

ImmunoResearch Inc.), beide wurden 1:7000 in 3%BSA-V-PBS-T verdünnt 

verwendet. Der folgenden Inkubation bei 37°C und 5% Kohlendioxid für 45 Minuten 
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schloss sich das Dekantieren der Ansätze und ein sechsfaches Spülen der 

Schächte mit PBS-T an. Der abschließende Entwicklungsschritt mit 3,3´,5,5´-

Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldrich) wurde bei erfolgtem Farbumschlag nach 

sechsdreiviertel Minuten durch das hinzu Pipettieren einer einmolaren 

Schwefelsäure gestoppt.  

Die Auslesung der Farblösung erfolgte bei 450nm Wellenlänge 

monochromatischem Lichts mittels eines ELISA-Lesegeräts (SpectraMax 340PC 

384; Molecular Devices, San Jose, CA, USA) und dazugehöriger SpectraMax Pro 

Software (Molecular Devices). Im Anschluss daran wurden die gemessenen 

Extinktionswerte der Duplikate von 3%BSA-V-PBS-T, NF155 und NF186 gemittelt 

und die letztendlichen Werte für anti-NF155- und anti-NF186-Antikörper jeweils 

durch Subtraktion der Hintergrundextinktion von 3%BSA-V-PBS-T errechnet. Diese 

so hintergrundbereinigten Extinktionen (∆E) dienten als Grundlage für die 

statistische Auswertung.   

Die Sera, die in einer solchen Extinktionsmessung Antikörper gegen NF155 oder 

NF186 im Umfang von mindestens vierfacher Standardabweichung vom Mittelwert 

aufwiesen, wurden einem zweiten ELISA unterzogen, der das Ziel verfolgte, die 

gemessenen Antikörper als spezifisch gegen NF155 oder NF186 zu identifizieren. 

Bei diesem ELISA wurde die Messung wie beschrieben (s.o.) mit den gleichen 

Seren wiederholt. In einer zweiten, simultan durchgeführten, Messung wurde eine 

einzige Abweichung ins Protokoll eingefügt. Diese sah vor, die Seren mit 20-fachem 

NF155- bzw. NF186-Antigenüberschuss vor Einbringen in die Schächte der Platten 

für zwei Stunden bei 37°C und 5% Kohlendioxid vorzuinkubieren. Nach der 

Durchführung eines solchen sogenannten Wettbewerbs-ELISA (engl. Competition-

ELISA) wurden all diejenigen Seren als positiv für spezifische anti-NF155- bzw. anti-

NF186-Antikörper eingestuft, bei denen die Antikörper-konzentration aus dem 

Bereich jenseits der vierfachen Standardabweichung vom Mittelwert in den Bereich 

um den Mittelwert aller durchgeführten Messungen mit nicht vorinkubierten Seren 

abfiel. 

 
2.2.6 Statistik  

Der Vergleich der Charakteristika der Patient*innengruppen nach Alter, Zeitraum 

seit Diagnose, MRC und INCAT, wie auch der antigenspezifischen IFN-γ-Antworten 

erfolgte mittels einem Kruskal-Wallis-Test gefolgt von einem Dunn´s-multiple-
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comparison-Test oder einem Mann-Whitney-U-Test. Nichtmetrische Parameter wie 

Geschlecht, Ansprechen auf IVIg-Therapie, CDAS, Tremor, sensorische Ataxie, 

neuropathischer Schmerz, asymmetrische Paresen, proximale Paresen, 

Fußheberschwäche, positiver Liquorbefund im Sinne einer zytoalbuminären 

Dissoziation mit normaler oder nur gering erhöhter Zellzahl (<10/µl) bei erhöhtem 

Eiweiß, distal motorische Latenz, F-Wellen-Latenz, Nervenleitgeschwindigkeit, 

sowie Leitungsblock wurden mit dem Exakten Test nach Fischer verglichen. Die 

zuletzt genannten elektrophysiologischen Befunde wurden dazu nach den 

Diagnosekriterien der EFNS/PNS gestellt. [15] Um eine Korrelation der IFN-γ-

Antworten spezifisch auf P0 180–199 mit MBP 82–100 auszudrücken, wurde der 

Spearmans Rangkorrelationskoeffizient bestimmt.  

Um die Möglichkeit der Nutzung eines ELISPOT-Ergebnisses als Immunmarker 

darzustellen, wurden weitere post hoc Analysen durchgeführt. So wurden für die 

antigenspezifischen Reaktionen Grenzwerte bestimmt, ab denen die Antigen-

reaktionen als „positiv“ gewertet wurden. Hierfür wurde die Fläche unter der Kurve 

(engl. area under the curve = AUC) im 95% Konfidenzintervall (KI) der 

Grenzwertoptimierungskurve (engl. receiver-operating-characteristics-curve = 

ROC-curve) bestimmt. Dazu wurde bei jedem der untersuchten Antigene jeweils die 

CIDP-Variante mit den ausgeprägtesten antigenspezifischen Reaktionen mit ON 

verglichen. Eine mögliche Differenzierung einer Variante der CIDP von ON anhand 

der TH1-Antwort wurde dann einer antigenspezifischen TH1-Antwort zugestanden, 

wenn die AUC > 0,7 und dabei die 0,5 nicht Teil des 95% KI war. Die SFU ab der 

diese Bedingungen erfüllt waren, wurde als Grenzwert gesetzt. Dieser auf der 

Auswertung einer CIDP-Variante im Vergleich zu ON basierende Grenzwert wurde 

dann auch für die anderen CIDP-Varianten für das jeweilige Antigen übernommen. 

Alle bis hierher genannten statistischen Analysen wurden mit der GraphPad Prism 

Version 6.0 Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) und allesamt von mir 

durchgeführt. Dabei wurde keine Adaptierung für multiple Tests vorgenommen und 

ein p-Wert von < 0,05 als signifikant angenommen.  

Ferner wurde mit Mitteln der multinominalen logistischen Regression [23] eine 

Kombination vielversprechender antigenspezifischer IFN-γ-Antworten in einer 

Subgruppe der CIDP im Vergleich zu ON berechnet. Hierdurch wurde untersucht, 

ob mit einer Kombination von Immunmarkern eine deutlichere Abgrenzung einer 

Variante der CIDP von ON möglich ist, als mithilfe eines einzelnen Immunmarkers. 
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Hierfür wurde die Stata Statistical Software: Release 13. (StataCorp LLC, College 

Station, TX, USA) genutzt. Diese mathematische Analyse wurde von Frau Dr. U. 

Grittner (Institut für Biometrie und Klinische Epidemiologie, Charité – 

Universitätsmedizin Berlin) durchgeführt.  
 

2.3 Ergebnisse 

2.3.1 Charakteristik der Patient*innengruppen  

Die Charakteristika der verschiedenen Patient*innengruppen sind in Tabelle 1 

dargestellt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen sind teils deutlich, 

statistisch jedoch in der Regel nicht signifikant. Die weitere statistische Analyse der 

erhobenen Parameter konnte einzig einen erhöhten Anteil an männlichen Patienten 

(a: p = 0,0117; Exakter Test nach Fischer) sowie höhere MRC-Summen-Scores (b: 

p = 0,0007; Kruskal-Wallis-Test) in der Patient*innengruppen der sensiblen CIDP 

im Vergleich zu den anderen Patient*innen und Kontrollen zeigen. 
 DADS MADSAM sensible 

CIDP 
typische 
CIDP 

ON HC 

männliches 
Geschlecht, n (%) 

7/8  
(88) 

6/9  
(67) 

12/13  
(92)a 

8/18  
(44) 

9/19  
(47) 

4/9 
 (44) 

weibliches 
Geschlecht, n  (%) 

1/8  
(12) 

3/9 
 (33) 

1/13  
(8) 

10/18  
(56) 

10/19  
(53) 

5/9 
(56) 

Alter, Mittelwert 
(Spannweite) 

70,25  
(49-81) 

61,78  
(53-76) 

56,15  
(36-82) 

63,78  
(27-80) 

68,5  
(47-82) 

67,33 
(53-83) 

Jahre seit Diagnose, 
Median 
(Spannweite) 

6,5  
(1-10) 

2  
(0-10) 

3  
(1-16) 

5  
(0-23) 

3  
(0-14) 

- 

IVIg-Therapie, 
 n (%) 

5/8  
(63) 

8/9  
(89) 

7/12  
(58) 

15/18  
(83) 

0/19 0/9 

MRC, Mittelwert 
(Spannweite) 

69,13  
(63-77) 

72,89  
(70-78) 

77,08  
(74-80)b 

70,44  
(45-80) 

- - 

INCAT, Median 
(Spannweite) 

2,5  
(1-5) 

4  
(1-6) 

3  
(2-3) 

3,5  
(0-7) 

- - 

instabile 
Erkrankung, n (%) 

5/8  
(63) 

5/9  
(56) 

5/13  
(38) 

10/18  
(56) 

- - 

stabile Erkrankung, 
 n (%) 

3/8  
(37) 

4/9  
(44) 

8/13  
(62) 

8/18  
(44) 

- - 

 
Tabelle 1: Übersicht der Charakteristika von Patient*innen und Kontrollen. 
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2.3.2 Spezifische TH1-Antworten gegen Neurofascin und myelinspezifische 

Antigene sind mit verschiedenen Varianten der CIDP assoziiert  

Neben der folgenden Übersicht sind die Ergebnisse der ELISPOT-Untersuchungen 

ausführlich in der dieser Dissertation zugrundeliegenden Publikation [14] 

dargestellt.  

In den ELISPOT-Untersuchungen ließen sich für alle Subtypen der CIDP im 

Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant erhöhte antigenspezifische TH1-

Reaktionen nachweisen. Die verschiedenen Subtypen zeigten zudem Unterschiede 

in der Spezifikation dieser Reaktionen. Die sensorische CIDP zeigte eine deutliche 

Spezifikation gegen die beiden myelinaspezifischen Peptide P0 180–199 und MBP 

82–100. So waren die Reaktionen in der Gruppe der sensorischen CIDP gegen 

diese beiden Antigene deutlicher als gegen andere Antigene. Zudem war die 

sensorische CIDP diejenige Gruppe, die unter allen Gruppen in den spezifischen 

TH1-Reaktionen die deutlichste Assoziation mit diesen beiden Antigenen zeigte. 

Analog reagierte die Gruppe der MADSAM am deutlichsten und dabei deutlicher als 

andere Subtypen auf NF186. Keine Spezifikation gegen ein bestimmtes Antigen ließ 

sich in den TH1-Reaktionen der Gruppe der typischen CIDP zeigen. Vielmehr waren 

signifikant erhöhte TH1-Reaktionen gegen alle untersuchten Antigene zu erkennen. 

In der Gruppe der DADS waren die antigenspezifischen TH1-Reaktionen gering 

ausgeprägt und nur gegen P0 180–199 sowie MBP 82–100 im Vergleich zu HC 

leicht erhöht, es ließ sich für die DADS so keine Spezifikation darstellen. [14, S. 3f.] 

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden die in den Methoden dargestellten post 

hoc Analysen zur Bestimmung von Grenzwerten durchgeführt und so die 

Möglichkeit der Nutzung eines ELISPOT-Ergebnisses als Immunmarker dargestellt. 

Die Grenzwerte wurden für alle untersuchten Grenzwerte jeweils bei der SFU von 

fünf bestimmt, die hierfür grundlegenden Analysen sind in Figure 1 und Figure 2 

meiner Publikation [14, S. 3f.] ausführlich dargestellt. 77 Prozent aller CIDP-

Patient*innen zeigten dabei eine SFU größer fünf bei zwei oder mehr der 

untersuchten Antigene. Analog zeigten nur elf Prozent der ON-Patient*innen 

mindestens zwei positive Immunmarker. Somit waren mindestens zwei positive 

Immunmarker hoch prädiktiv für die Diagnose einer Variante der CIDP, der positive 

prädiktive Wert (engl. positive predictive value = PPV) lag hierfür bei 0,95. 

Darüber erwiesen positive Reaktionen auf die Immunmarker P0 180–199 sowie 

MBP 82–100 eine gute Abgrenzbarkeit der sensorischen CIDP von ON sowie eine 
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positive Reaktion auf NF186 eine gute Abgrenzbarkeit der MADSAM von ON. 

Patient*innen mit sensibler CIDP zeigten besonders häufig positive Reaktionen auf 

die Antigene P0 180–199 und MBP 82–100, mit diesen positiven Immunmarkern 

war eine Differenzierung von der Diagnose der ON möglich. So sprachen 

Reaktionen auf beide myelinspezifischen Antigene mit einem PPV von 0,85 für die 

Diagnose der sensiblen CIDP im Vergleich zu ON. Blieben im Vergleich der 

sensiblen CIDP mit ON die Reaktionen gegen beide Immunmarker aus, so sprach 

dies mit einem negativ prädiktiven Wert (engl. negative predictive value = NPV) von 

0,89 für die Differentialdiagnose ON. Positive Reaktionen gegen NF186 traten 

besonders häufig in der Gruppe der MADSAM auf, jedoch nicht in der Gruppe der 

ON. Im Vergleich dieser beiden Diagnosen sprach eine positive Reaktion auf den 

Immunmarker NF186 mit einem PPV von 1 für MADSAM, das Ausbleiben einer 

positiven Reaktion mit einem NPV von 0,86 für ON.   

Die Analyse der klinischen Phänotypisierungen ergab einzelne Auffälligkeiten der 

untersuchten Merkmale, jedoch keine Assoziation eines distinkten klinischen 

Erscheinungsbildes mit positiven antigenspezifischen TH1-Reaktionen. 

Patient*innen mit limitierter Immunreaktion im Sinne positiver TH1-Reaktionen 

gegen maximal ein Antigen wiesen, im Vergleich zu Patient*innen mit einer 

Immunreaktion gegen zwei und mehr der Antigene, eine Reihe gemeinsamer 

Merkmale auf. So waren in dieser Gruppe mehr Frauen vertreten, außerdem war 

das Durchschnittsalter höher. Der examinierte MRC war niedriger, der INCAT 

höher, ferner waren diese Patient*innen häufiger von proximalen Paresen und 

neuropathischen Schmerzsyndromen betroffen. Elektrophysiologisch ließ sich 

seltener eine verlängerte F-Wellen-Latenz darstellen. [14; S.4ff.]   

 

2.3.3 Keine humorale Reaktion gegen Neurofascin-Epitope in CIDP-Patient*innen 

und Kontrollen nachweisbar   

Insgesamt wurden 48 Blutseren von CIDP-Patient*innen und 19 Seren von ON-

Patient*innen einem ersten sogenannten Screening-ELISA unterzogen. Zum 

Vergleich und zur Bestätigung der korrekten Funktionsweise des ELISA wurde ein 

als für anti-NF155-Antikörper positives vorbeschriebenes Patientenserum 

mitgetestet [9, 22]. Diese Untersuchungen zeigten das in der Abbildung 1 

dargestellte Ergebnis.  
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Der Mittelwert aller gemessenen hintergrundbereinigten Extinktionen (∆E) für anti-

NF155-Antikörper lag bei ∆E = 0,09; die Standardabweichung bei ∆E = 0,32. 

Demnach wurde der Grenzwert für eine ELISA, die positiv für anti-NF155-Antikörper 

nach der beschriebenen methodischen Vorgabe bei der vierfachen 

Standardabweichung vom Mittelwert definiert war, auf ∆E = 1,37 gesetzt. Diesen 

überschritt nur das anti-NF155-Antikörper positive Vergleichsserum. Drei weitere 

Serumproben lagen im Bereich zwischen der einfachen und der vierten 

Standardabweichung vom Mittelwert. All diese Seren stammten von weiblichen 

Patientinnen der Gruppe mit typischer CIDP.  

  
Abbildung 1: Aktuell keine Reaktion des humoralen Immunsystems nachweisbar. Nur im 
positiven Vergleichsserum sind anti-NF155-Antikörper messbar. Darstellung der 
gemessenen Extinktionen für den jeweiligen Autoantikörper abzüglich der Hintergrund-
aktivität von BSA-V (∆E) unter Angabe des Mittelwerts und des Bereichs der einfachen 
Standardabweichung. Die gestrichelte Linie stellt die vierfache Standardabweichung vom 
Mittelwert dar, ab der eine ermittelte Extinktion als positiv für Autoantikörper gewertet wurde 
(anti-NF155 ∆E = 1,37; anti-NF186 ∆E = 0,55). In der Darstellung der anti-NF155-ELISA 
Ergebnisse sind die Proben der drei beschriebenen Patientinnen mit typischer CIDP (●■▲) 
sowie das als anti-NF155-Antikörper positiv beschriebene Vergleichsserum (□) [9, 22] 
markiert.  
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Diese vier Seren wurden zur Bestätigung der Spezifität gegen NF155 einem zweiten 

Wettbewerbs-ELISA (engl. Competition-ELISA) unterzogen. In diesem konnten die 

Ergebnisse des Screening-ELISA unter den nicht vorinkubierten Serumproben 

reproduziert werden. Im eigentlichen Wettbewerbs-ELISA der vorinkubierten Seren 

zeigte jedoch nur das Vergleichsserum mit vorbeschrieben NF155-Antikörpern den 

methodisch geforderten Abfall der Extinktion in den Bereich der einfachen 

Standardabweichung. Durch meine Messungen konnten so die Antikörper gegen 

NF155 im als für anti-NF155-Antikörper positiv beschriebenen Serum bestätigt 

werden. Jedoch konnte ich für keines der Seren von CIDP- oder ON-Patient*innen 

das Vorhandensein solcher NF155 spezifischer Antikörper nachweisen. 

Bei dem Screening-ELISA für anti-NF186-Antikörper ergab sich ein Mittelwert der 

Extinktion von ∆E = -0,05; bei einer Streuung von ∆E = 0,32 bis ∆E = -0,87. Bei 

einer Standardabweichung von ∆E = 0,15 ergab sich der Grenzwert von ∆E 0,55 

der vierten Standardabweichung über dem Mittelwert. Keins der untersuchten 

Seren erreichte den Grenzwert und von einem Wettbewerbs-ELISA wurde daher 

abgesehen. Alle 48 CIDP-Patient*innensera, die 19 Sera von ON-Patient*innen 

sowie das ebenfalls getestete Vergleichsserum [9, 22] wurden als negativ für 

Antikörper gegen NF186 eingestuft. 

 

2.4 Diskussion 

In diese Studie konnte ich im Anbetracht der großen Seltenheit der untersuchten 

Erkrankungen ein relativ großes Patient*innenkollektiv von insgesamt 48 

Patient*innen mit typischer CIDP sowie atypischen Verlaufsformen der CIDP 

einschließen. Wie in meiner Publikation [14] dargestellt, konnten in den durch-

geführten ELISPOT-Untersuchungen spezifische IFN-γ-Antworten von TH1-Zellen 

gegen das paranodale NF155, das nodale NF186 sowie gegen die 

myelinspezifischen Antigene P0 180–199 und MBP 82–100 nachgewiesen werden. 

Diese waren in den Gruppen der CIDP-Varianten signifikant höher als in der Gruppe 

der ON. Als positiv gewertete IFN-γ-Antworten gegen mindestens zwei Antigene 

waren prädiktiv für die CIDP bzw. ihre Varianten in Abgrenzung zu ON. Durch 

Analysen der Grenzwertoptimierungskurven ließen sich in den TH1-Reaktionen 

gegen NF186 ein möglicher Immunmarker für die Diagnose der MADSAM-
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Erkrankung erkennen und in den TH1-Reaktionen gegen P0 180–199 sowie MBP 

82–100 mögliche Immunmarker für die Diagnose der sensiblen CIDP. 

Die bestehende Schwierigkeit der korrekten Diagnosestellung einer CIDP wurde 

zuletzt durch eine retrospektive Studie in den USA aufgezeigt. [24] Im Rahmen einer 

erneuten Evaluation von 58 Patient*innen mit diagnostizierter CIDP ist dabei ein 

Anteil von 47 Prozent aufgefallen, der die Voraussetzungen für eine CIDP-Diagnose 

nicht erfüllte. Laut dieser Studie wären 27 Patient*innen vielmehr anders als mit 

einer Form der CIDP zu diagnostizieren gewesen, obwohl zwölf dieser 

Patient*innen die klinischen Kriterien der EFNS/PNS [15] für eine atypische CIDP 

erfüllten und vier weitere die elektrophysiologischen Kriterien der EFNS/PNS [15]. 

Diese Ergebnisse zeigen an, wie wichtig die Etablierung von verlässlichen 

Immunmarkern gerade in der Diagnostik der atypischen CIDP-Varianten ist. Meine 

Ergebnisse zeigen nun mögliche Immunmarker gerade für die atypischen CIDP-

Varianten MADSAM und sensible CIDP auf. Ihre Etablierung wie die anderer 

Immunmarker würde zudem die vor allem auf neurophysiologischen Kriterien [15] 

fußende Diagnose der CIDP weiter absichern.  

In meinen ELISA-Versuchen ließen sich die spezifischen Antikörper gegen NF155 

aus dem mir zur Verfügung gestellten und vorbeschrieben positiven Patientenserum 

[9, 22] erneut nachweisen. Aufgrund dieser Reproduzierbarkeit des Ergebnisses 

kann zunächst von einem fehlerfreien Ablauf der durchgeführten Untersuchungen 

ausgegangen werden. Dennoch konnten keine Antikörper gegen Neurofascin in 

dem von mir untersuchten Patient*innenkollektiven nachgewiesen werden, weshalb 

von ihrer Abwesenheit in einem relevanten Umfang im Serum der Patient*innen zum 

Zeitpunkt der Untersuchung auszugehen ist. Es lässt sich jedoch nicht sagen, ob 

die Patient*innen zu einem früheren Zeitpunkt der Erkrankung diese Autoantikörper 

gebildeten haben und diese nun in zu geringer Quantität im Serum vorlagen, um mit 

dem von mir durchgeführten ELISA detektiert zu werden. 

Die Abwesenheit von Neurofascin-Autoantikörpern mag im Lichte der Vor-

publikationen auf den ersten Blick überraschen. Jedoch lag dort die Häufigkeit von 

Autoantikörpern im Serum von Patient*innen mit CIDP bei lediglich 2,6% (3 von 117) 

[9], 6,6% (4 von 61) [12] und 7,1% (38 von 533) [13]. Zudem waren in meiner 

Untersuchungsgruppe von lediglich 48 Patient*innen nur zwei Männer im Alter unter 

45 Jahren vertreten und damit die Patientengruppe von jungen Männern, in der 

NF155-Autoantikörper gehäuft beschrieben wurden, praktisch nicht repräsentiert. 
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Bei dieser genaueren Betrachtung liegt der nicht vorhandene Nachweis von 

Autoantikörpern gegen NF155 unter den hier untersuchten Patient*innen so nicht in 

einem Bereich, der die Ablehnung der wissenschaftlichen Hypothese einer 

Assoziation von NF155-Autoantikörpern mit der Erkrankung der CIDP nahelegen 

würde. 

Einen ähnlichen Schluss lässt die Betrachtung meines Ergebnisses des fehlenden 

Nachweises von Autoantikörpern gegen NF186 zu. So wurden diese in der 

Vergangenheit zwar beschrieben, allerdings wurden bei der Blutuntersuchung unter 

50 CIDP-Patient*innen nur in zweien IgG-Antikörper gegen NF186 nach-gewiesen, 

sowie in vier weiteren anti-NF186-Antikörper anderer Subklassen. [10] In einer 

späteren Studie waren keine anti-NF186-Antikörper unter 117 CIDP-Patient*innen 

nachweisbar. [9] So sprechen meine Ergebnisse nun auch gegen einen 

Zusammenhang der CIDP mit anti-NF186-Antikörpern. Hierbei ist als 

Schwachpunkt meiner Studie die relativ kleine Anzahl an untersuchten Sera zu 

nennen, die nicht hinreichend groß ist, um ein seltenes Merkmal sicher 

ausschließen oder nachweisen zu können. Zudem habe ich für die Untersuchungen 

auf die gleiche Methode zurückgegriffen wie meine geschätzten Kolleg*innen der 

LMU München [9], die ebenfalls keine anti-NF186-Antikörper nachweisen konnten, 

und so bleibt auch ein möglicher Fehler in dieser Methode diskutierbar. Die 

Hypothese einer Assoziation der CIDP mit anti-NF186-Antikörpern bedarf weiterer 

Untersuchungen um suffizient bewertet werden zu können. 

Die von mir durchgeführte Studie hat – neben den in meiner Publikation [14] 

dargestellten – einige Limitationen. So war sie mit 48 eingeschlossenen 

Patient*innen dieser seltenen Erkrankung zwar vergleichsweise groß, jedoch 

hinsichtlich der Patient*innenzahl zu klein, um Grenzwerte der Immunmarker zu 

validieren. Zudem bildeten die Patient*innen ein sehr heterogenes Kollektiv. So 

ergaben sich gerade in Hinblick auf Alter der Patient*innen, Dauer der Erkrankung 

seit Diagnosestellung sowie Art und Dauer der Therapie deutliche Unterschiede 

zwischen den einzelnen Varianten. In der Gruppe der sensiblen CIDP konnten 

beispielsweise vornehmlich im Verhältnis jüngere Männer eingeschlossen werden, 

die zudem vergleichsweise frisch diagnostiziert waren. Dies könnte zu einer 

Verzerrung in der Auswertung der klinischen Charakteristika nach 

antigenspezifischer Reaktion in meiner Publikation [14, S. 4ff.] geführt haben. In 

dieser zeigten sich unter den Patient*innen mit positiver Reaktion gegen P0 180–
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199 und MBP 82–100 ein erhöhter Anteil jüngerer Männer sowie ein kürzerer 

Zeitraum seit Diagnose. Dieser Umstand ist auch auf die hohe Zahl an Patient*innen 

mit sensibler CIDP in dieser Gruppe zurückzuführen. Diese Argumentation kann 

durch die Beobachtung eines hohen Anteils von Patient*innen mit besser erhaltener 

Muskelkraft und weniger proximalen Paresen in dieser Gruppe untermauert werden. 

Diese Symptome sind unter Patient*innen mit sensibler CIDP gleichfalls selten.   

Eine weitere Einschränkung gerade im Hinblick auf eine Verwertbarkeit der 

Ergebnisse zur Etablierung von Immunmarkern in der Diagnostik stellt zudem der 

Zeitpunkt der ELISPOT-Untersuchung dar. So fiel der Zeitpunkt der ELISPOT-

Untersuchung und damit auch die Abbildung der immunologischen Reaktion in der 

Regel gerade nicht auf ein frühes Krankheitsstadium oder den Diagnosezeitpunkt, 

sondern die ELISPOT-Untersuchung fand vielmehr im Verlauf der Erkrankung statt. 

Die Patient*innen waren so in der Regel auch nicht therapienaiv, sondern häufig 

unter aktueller Therapie mit IVIg oder in der Vergangenheit unter Therapie mit den 

in der Methodik (vgl. 2.2.1 Patient*innen) genannten Immunsuppressiva gewesen. 

Eine Reduktion von auch hier untersuchten TH1-Zellen konnte in der Vergangenheit 

jedoch unter der Therapie mit IVIg gezeigt werden. [6] Aufgrund dieser 

Überlegungen und Beobachtungen ist ein Unterschied in der Immunreaktion bei 

therapienaiven Patient*innen in einem frühen Krankheitsstadium denkbar und 

meine Ergebnisse sind unter diesen Umständen möglicherweise nur eingeschränkt 

übertragbar.   

Mit der Untersuchung auf TH1-Reaktionen und Antikörpern gegen Neurofascin in 

den gleichen Patient*innen bin ich der Frage nachgegangen, ob eine Assoziation 

der TH1-Reaktionen spezifisch gegen NF155 und NF186 mit Autoantikörpern 

gegen diese Peptide vorliegt. Meine Ergebnisse implizieren nun keineswegs eine 

solche Assoziation, vielmehr sprechen meine Daten für ein Überwiegen der 

zellulären Immunantwort im Erkrankungsmechanismus der CIDP. Zur weiteren 

Erforschung der aufgeworfenen Frage nach dem genannten Zusammenhang von 

Antikörper- und Zellantwort könnte jedoch die simultane ELISPOT-Untersuchung 

von B- wie T-Lymphozyten in CIDP-Patient*innen von Nutzen sein.  

Eine solche Methode wird aktuell schon angewendet, so werden vergleichende B- 

und T-Zell-ELISPOT-Untersuchungen in der Nachsorge bei Patient*innen nach 

Nierentransplantation eingesetzt. [25] Mit der Durchführung einer solchen Unter-

suchung an CIDP-Patient*innen ließe sich besser als in meinem Studiendesign die 
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Frage klären, inwieweit bei Patient*innen mit einer spezifischen T-Zellantwort auch 

B-Zellen an der Pathogenese beteiligt sind, oder aber mit der Bildung von 

Antikörpern zu einem früheren Zeitpunkt waren. So ließe sich beispielsweise mit 

Hilfe einer ELISPOT-Untersuchung mit B-Gedächtnis-Zellen erforschen, ob bei 

Patient*innen eine Autoantikörperreaktion gegen Neurofascin oder aber auch die 

myelinentstammenden Peptide stattfand. Durch Bestimmung von Antikörper-

konzentrationen gegen diese gleichen Peptide ließe sich ferner klären, ob zudem 

eine Antikörperbildung vorliegt. Hierfür nötige ELISPOT-Untersuchungen an B-

Gedächtniszellen haben sich bereits in der Kontrolle des Erfolgs von Impfungen 

gegen Humane Papilloma- [26] und Influenzaviren [27] als zuverlässiges Instrument 

erwiesen und ließen sich abgewandelt verwenden.  

Dank bestehender Leitfäden zur Durchführung von ELISPOT-Untersuchungen [28] 

ist der ELISPOT bereits eine weit verbreitete Untersuchungsmethode und über die 

Verwendung in der Forschung hinaus beispielsweise auch in der Diagnostik der 

Tuberkulose fest etabliert [29]. Dies hat eine valide Erforschung der Sensitivität und 

Spezifität sowie der Vor- und Nachteile dieser Untersuchungsmethode begünstigt 

[30, 31]. Um die Methode weiterzuentwickeln und eine feste Etablierung im 

Klinikalltag zu schaffen, besteht zudem seit einigen Jahren das Bestreben in 

multizentrischen Studien weitere und bessere Standards für die Testdurchführung 

und die Ergebnisinterpretation festzulegen [32].  

Vor diesem methodischen Hintergrund erscheint der ELISPOT als ein probates 

diagnostisches Werkzeug für den Einsatz im klinischen Alltag. In der weiteren 

Entwicklung von Immunmarkern ist es nun vor allem wichtig, eine größere Kohorte 

von Patient*innen näher am Zeitpunkt des ersten Auftretens von CIDP verdächtigen 

Symptomen zu untersuchen. So könnte im Rahmen der aktuellen Diagnostik nach 

den Kriterien der EFNS/PNS [15], und so vor dem Einleiten der Therapie und ohne 

diese zu verzögern, bereits die antigenspezifischen Immunantworten in 

Patient*innen mit Verdacht auf CIDP bestimmt werden.  

Konkret könnten etwa bereits bei Aufnahme in eine Neurologische Klinik bei 

Verdacht auf Polyneuropathie Blutzellen und -sera von Patient*innen gewonnen 

werden und auf antigenspezifische B- und T-Zellantworten sowie Autoantikörper 

untersucht werden. Erst im Nachhinein würde dann die im Rahmen der bereits 

etablierten Diagnostik gestellte Diagnose mit der bestimmten Immunantwort in 

Zusammenhang betrachtet werden. Ein solches Studiendesign bietet neben der 
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genannten Vorteilen einer Beschreibung der Immunantwort zum Zeitpunkt der 

Diagnose ferner die Chance, die Bandbreite möglicher Differentialdiagnosen bei 

Verdacht auf Polyneuropathie – wie etwa die Multifokal Motorische Neuropathie, 

vaskulitische Neuropathien oder auch die Amyotrophe Lateralsklerose – zu 

erfassen und als Vergleichsgruppen in der Studienauswertung zu nutzen. Damit 

könnte auch gerade die gewünschte Abgrenzung von diesen Differentialdiagnosen 

mit Hilfe der Etablierung der Immunmarker gelingen. 

 
Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des Diagnosealgorithmus der CIDP nach Kriterien 
der EFNS/PNS [15] mit zusätzlich eingefügter ELISPOT-Untersuchung. Eine ELISPOT-
Untersuchung auf die spezifischen Antigene könnte die Diagnostik als weiteres stützendes 
Kriterium ergänzen und helfen, die CIDP häufiger als „sicher“ oder „wahrscheinlich“ zu 
diagnostizieren. So könnte beispielsweise eine nach elektrophysiologischen Kriterien 
„wahrscheinliche CIDP“ bei einer positiv ausgefallenen ELISPOT-Untersuchung als „sicher“ 
diagnostiziert werden (roter Pfeilweg).  
 
Eine solche Studie zur Bestimmung von in einer frühen Phase der Erkrankung 

vorhandenen und so in der Diagnostik nutzbaren Immunmarkern bedarf angesichts 

der Seltenheit der Erkrankungen eines multizentrischen Ansatzes. Durch die 

Zusammenarbeit mittels gemeinsamer Standards wird es zukünftig möglich sein, 

Immunmarker – etwa wie in Abbildung 2 dargestellt – in den Diagnosealgorithmus 

der CIDP zu integrieren.  

Trotz der genannten Limitationen leistet meine Arbeit durch die Identifizierung 

beteiligter antigenspezifischer Immunantworten und die beispielhafte Errechnung 
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von möglichen Grenzwerten von Immunmarkern in der Entwicklung diagnostischer 

Immunmarker einen wichtigen Beitrag. Die hier von mir gezeigte deutliche 

Assoziation von antigenspezifischen TH1-Antworten im Patient*innenkollektiv mit 

CIDP ließ eine Differenzierung von Patient*innen mit nicht immunvermittelten 

Polyneuropathien zu. Ferner lassen die erhöht gemessenen TH1-Reaktionen auf 

NF186 in der Gruppe der MADSAM sowie auf P0 180–199 und MBP 82–100 in der 

Gruppe der sensiblen CIDP in diesen antigenspezifischen Reaktionen mögliche 

Immunmarker für die Diagnostik dieser beiden seltenen atypischen Varianten der 

CIDP erkennen. Weiterhin waren in meiner Studie spezifische TH1-Reaktionen 

häufiger mit der CIDP assoziiert als Neurofascin-Antikörper mit der CIDP in den 

Vorstudien [9, 12, 13]. Dieser Umstand macht die Messung von spezifischen TH1-

Reaktionen zu einem guten Ansatzpunkt für die Entwicklung von Immunmarkern. 

Wie die praktische Nutzbarkeit dieser Labormethode vonstatten-gehen kann, zeige 

ich mit der entsprechenden statistischen Auswertung auf, die in meiner 

wissenschaftlichen Arbeit zu einer beispielhaften Bestimmung von Grenzwerten für 

die positive Bewertung einer ELISPOT-Untersuchung und damit zu einer Reihe von 

Immunmarkern für die Diagnose der CIDP führt. 
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Mein Anteil an der ausgewählten Publikation entspricht dem, der in der 
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4. Ausführliche Anteilserklärung an der erfolgten Publikation 

Publikation: 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. Front Neurol. 2018 

Mar 19;9:171. 

 

An der oben genannten Publikation habe ich wie in Kapitel 2.2 Methodik genauer 

beschrieben in folgendem Umfang mitgewirkt: 

 

Patient*innen und Kontrollen: 

Mitwirkung an der Rekrutierung geeigneter CIDP-Patient*innen und ON-

Patient*innen. 

Mitwirkung an der Terminabsprache für Blutabnahmen mit den Patient*innen.  

 

Versuchsvorbereitung: 

Beschaffung des für den ELISA benötigten Protokolls [9] einschließlich aller 

benötigten Antikörper [9, 22]. 

Zusammenstellung der Bestelllisten aller benötigten Materialien, Mithilfe bei der 

Abwicklung der Bestellungen einschließlich der Durchführung des Transports der 

Materialien vom Charité-Standort Mitte an den Charité-Standort Virchow-Klinikum.  

Ansetzen aller für die Versuche benötigten Lösungen. 

 

Blutabnahmen: 

Eigenständige Durchführung der Blutabnahmen für die von mir durchgeführten 

ELISPOT-Untersuchungen (n = 56) sowie der ELISA (n = 67). 

 

ELISPOT-Untersuchungen: 

Gewinnung der PBMC aus pseudonymisierten Blutproben für die von mir 

eigenständig durchgeführten ELISPOT-Untersuchungen (n = 56). 

Eigenständige Durchführung der ELISPOT-Untersuchungen (n = 56), 

ausgenommen der Untersuchungen 009, 039, 056, 060, 063, 064, 083, K02, K03, 

K05, K06, K07, K08, K09, K11, K12, K13, K14, K15, K16, deren Durchführung in 

den Händen von Dr. Maximilian Staudt lag. 
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ELISA: 

Neuetablierung des Neurofascin-ELISA. [9] 

Gewinnung, Einfrierung und Auftauung von Blutserum aus pseudonymisierten 

Blutproben. 

Eigenständige Durchführung aller ELISA (n = 72). 

 

Datenerhebung: 

Auswertung der von mir eigenständig durchgeführten ELISPOT-Untersuchungen (n 

= 56), ausgenommen der Auswertung der Untersuchungen 009, 039, 056, 060, 063, 

064, 083, K02, K03, K05, K06, K07, K08, K09, K11, K12, K13, K14, K15, K16, deren 

Auswertung in den Händen von Dr. Maximilian Staudt lag. 

Auswertung aller ELISA (n = 72). 

Auswertung der demografischen Merkmale aller Studienteilnehmer*innen (n = 76). 

Auswertung des klinischen Verlaufs der Patient*innen (n = 67). 

Tabellarische Zusammenführung aller erhobenen Daten zur weiteren Daten-

verarbeitung. 

 

Datenverarbeitung: 

Statische Auswertung der erhobenen Daten.  

Mitwirken an der Analyse und Interpretation der Ergebnisse. 

 

Manuskript: 

Literaturrecherche, Verfassen des Manuskriptes, Erstellung der Abbildungen und 

der Tabellen.  

Mitwirken an der Revision des Manuskripts. 

 

 

 

____________________________ 

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers  

 

 

____________________________ 

Unterschrift des Doktoranden 
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14  NEUROSCIENTIST  4,738  7.461  0.008730  
15  JOURNAL OF NEUROLOGY 

NEUROSURGERY AND PSYCHIATRY  
29,695  7.144  0.032980  

16  STROKE  65,854  6.239  0.088520  
17  BRAIN PATHOLOGY  4,952  6.187  0.007750  
18  Brain Stimulation  4,263  6.120  0.014510  
19  NEUROPATHOLOGY AND APPLIED 

NEUROBIOLOGY  
3,654  6.059  0.006350  

20  Neurotherapeutics  3,973  5.719  0.008980  
21  PAIN  36,132  5.559  0.038000  
22  Multiple Sclerosis Journal  10,675  5.280  0.021890  
23  SLEEP  20,547  5.135  0.025870  
24  EPILEPSIA  26,301  5.067  0.032490  
25  Alzheimers Research & Therapy  2,192  5.015  0.008470  
26  JOURNAL OF NEUROTRAUMA  14,508  5.002  0.021130  
27  JOURNAL OF PAIN  9,264  4.859  0.016890  
28  Journal of Stroke  694  4.750  0.002880  
28  Therapeutic Advances in Neurological 

Disorders  
1,004  4.750  0.002800  

30  JOURNAL OF 
PSYCHOPHARMACOLOGY  

5,808  4.738  0.010900  

31  PARKINSONISM & RELATED 
DISORDERS  

8,967  4.721  0.019910  

32  NEUROREHABILITATION AND NEURAL 
REPAIR  

5,032  4.711  0.009850  

33  Annals of Clinical and Translational 
Neurology  

1,377  4.649  0.006450  

 
2 Abruf unter dem vom Promotionsbüro der Charité – Universitätsmedizin Berlin bereitgestelltem 

Link 

https://intranet.charite.de/fileadmin/user_upload/microsites/sonstige/medbib/Impact_Faktoren_201

7/ISI-WEB-Liste-Kategorie-Clinical_Neurology.pdf 

am 06.12.2018. 
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34  EUROPEAN JOURNAL OF 
NEUROLOGY  

10,206  4.621  0.019350  

35  BIPOLAR DISORDERS  5,070  4.490  0.007870  
36  NEUROSURGERY  28,592  4.475  0.025930  
37  JOURNAL OF NEUROSURGERY  34,561  4.318  0.030750  
38  CNS DRUGS  4,364  4.206  0.007540  
39  PROGRESS IN NEURO-

PSYCHOPHARMACOLOGY & 
BIOLOGICAL PSYCHIATRY  

9,823  4.185  0.013170  

40  EUROPEAN 
NEUROPSYCHOPHARMACOLOGY  

6,920  4.129  0.015110  

41  CURRENT OPINION IN NEUROLOGY  5,344  4.010  0.010200  
42  INTERNATIONAL JOURNAL OF 

NEUROPSYCHOPHARMACOLOGY  
6,259  3.981  0.014550  

43  CEPHALALGIA  8,721  3.882  0.013940  
44  International Journal of Stroke  3,825  3.859  0.014880  
45  NEUROGASTROENTEROLOGY AND 

MOTILITY  
7,401  3.842  0.014960  

46  JOURNAL OF AFFECTIVE DISORDERS  26,957  3.786  0.053380  
47  JOURNAL OF NEUROLOGY  14,359  3.783  0.025160  
48  NEUROEPIDEMIOLOGY  3,261  3.697  0.005640  
49  Expert Review of Neurotherapeutics  3,888  3.692  0.006910  
50  AMERICAN JOURNAL OF 

NEURORADIOLOGY  
22,667  3.653  0.029840  

51  Journal of Neurologic Physical Therapy  964  3.633  0.001530  
52  EUROPEAN ARCHIVES OF 

PSYCHIATRY AND CLINICAL 
NEUROSCIENCE  

3,837  3.617  0.005400  

53  CLINICAL NEUROPHYSIOLOGY  18,399  3.614  0.023070  
54  Frontiers in Neurology  4,272  3.508  0.015580  
55  CNS SPECTRUMS  2,200  3.504  0.003180  
56  Journal of Neurodevelopmental Disorders  1,106  3.500  0.003410  
57  JOURNAL OF NEUROPATHOLOGY 

AND EXPERIMENTAL NEUROLOGY  
9,252  3.490  0.008680  

58  Current Neurology and Neuroscience 
Reports  

2,770  3.478  0.007410  

59  Journal of Neurogastroenterology and 
Motility  

1,207  3.438  0.002930  

60  JOURNAL OF SLEEP RESEARCH  5,092  3.433  0.007460  
61  JOURNAL OF HEAD TRAUMA 

REHABILITATION  
4,282  3.406  0.005540  

62  JOURNAL OF HEADACHE AND PAIN  2,624  3.403  0.005510  
63  Journal of Clinical Sleep Medicine  5,329  3.396  0.011800  
64  SLEEP MEDICINE  9,130  3.395  0.016270  
65  Current Alzheimer Research  3,740  3.289  0.007910  
65  DEVELOPMENTAL MEDICINE AND 

CHILD NEUROLOGY  
11,671  3.289  0.013680  
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7. Lebenslauf 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der 
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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