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1. Zusammenfassung

1.1 Deutsche Version

Die chronisch inflammatorisch demyelinisierende Polyradikuloneuropathie (CIDP) ist
eine  Autoimmunerkrankung mit bisher nicht vollstdndig verstandenem
Pathomechanismus. Sensible und motorische Storungen bis hin zu schweren Paresen
resultieren aus einer Demyelinisierung der Axone im peripheren Nervensystem, die
nach aktuellem Stand zellular und humoral vermittelt ist. Ein Therapieansatz ist die
Behandlung mit intravendsen Immunglobulinen (IVIg), wobei der Wirkmechanismus
nicht vollstandig aufgeklart ist. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie
sich eine Therapie mit IVIg auf das T-Zell-Rezeptor (TCR) Repertoire peripher-vendser
Lymphozyten betroffener Patienten auswirkt. Es sollte eine mogliche Korrelation zur
klinischen Prasentation und mogliche pradominante T-Zellpopulationen identifiziert
werden. Hierzu wurden CD4* und CD8* T-Zellen von CIDP-Patienten mit Hilfe des
TCR Sprectratypings untersucht und Veranderungen des TCR-Repertoires von CIDP-
Patienten ohne mit CIDP-Patienten unter 1VIg-Therapie, sowie mit Kontroll-Patienten
verglichen. Die in dieser Arbeit gefundenen Veranderungen prasentierten sich sehr
variabel und zeigten sowohl in der CD4* als auch der CD8* Population von der
Normalverteilung des TCR-Repertoires verzerrte Abweichungen sowie oligoklonale T-
Zell-Expansionen, die jedoch unabhangig vom klinischen Verlauf der Patienten waren.
Dabei waren Abweichungen in der CD8* Population deutlicher als in der CD4*
Population ausgepragt. Unter IVIg-Therapie zeigten sich in beiden T-Zellpopulationen
deutlich geringere Veranderungen im TCR-Repertoire und bei den Kontroll-Patienten
insgesamt die geringsten Abweichungen. Der Einfluss von IVIg flhrte bei den CIDP-
Patienten zu einer Angleichung an eine Gauld’'sche Normalverteilung im TCR-
Repertoire. Unsere Beobachtung einer TCR-Repertoire Veranderung in beiden T-Zell-
Populationen betroffener Patienten unterstitzt die Hypothese eines T-Zell vermittelten
Pathomechanismus bei der Genese der CIDP, wobei die pradominante Verschiebung
der CD8* T-Zellen mdglicherweise zusatzlich Hinweise auf virale Einflisse bieten
konnte. Die Veranderungen im TCR-Repertoire der einzelnen VB-Elemente
prasentierten sich &auRerst divers. Wir konnten kein einzelnes Vp-Element
identifizierten, das einen besonders hohen Anteil an Abweichungen aufwies. Der
Befund unterstreicht die gegenwartige Annahme einer polyklonalen T-Zell-Antwort als
ursachlichen Mechnismus bei der Entstehung dieser behindernden Erkrankung.
1



1.2 Englische Version

Chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy (CIDP) is an acquired
chronic autoimmune disorder of the peripheral nervous system. Current pathogenic
concepts implicate both cellular and humoral immune responses to peripheral nerve
antigens, although molecular targets remain elusive. Cellular infiltration, demyelination
and to a varying degree axonal loss in the affected part of the nerve induce motor and
sensory dysfunctions that may also result in ascending paralysis. One mainstay of
treatment is intravenous immunoglobulins (1VIg), although the mechanism of action is
not fully elucidated. The aim of this work was to investigate how IVIg therapy affects
the T cell receptor (TCR) repertoire of peripheral venous lymphocytes of CIDP patients.
We tried to identify a possible correlation between the clinical phenotype of patients
affected by CIDP and potential predominant T cell populations in the peripheral venous
blood. For this reason, TCR repertoires of CD4* and CD8* T cells from CIDP patients
were analyzed by TCR spectratyping. We compared the changes of the TCR repertoire
of CIDP patients without and under IVIg therapy and control patients. TCR repertoire
of CIDP patients was distorted and oligoclonal T cell expansions were found both in
the CD4* and the CD8* population. However, the degree of alterations did not correlate
with the clinical presentation of the patients. Deviations in the CD8* population were
more pronounced than in the CD4* population. Under 1VIg therapy significantly fewer
changes in the TCR repertoire were observed in both T cell populations. The TCR
repertoire of IVIg treated patients was significantly normalized compared with non IVIg
treated CIDP patients. Our observation of the profound oligoclonal response in T cell
activation in both T cell populations supports the hypothesis that multiple peptides may
induce and propagate this autoimmune-driven disease. The predominant shift of the
CD8* T cells indicates a potentially crucial role of CD8" T cells in the immunopatho
genesis of CIDP. The changes in the TCR repertoire of the individual V3 elements
were extremely diverse. A public expansion of a distinct TCR length in one V3 element
within a majority of affected patients was not detectable. These findings strengthen the
hypothesis of a polyclonal T cell response as a causative mechanism in the

development of this disabling disease.



2. Einleitung

2.1 Das periphere Nervensystem

Das humane Nervensystem besteht aus einem zentralen (ZNS) — Gehirn und
Ruckenmark - und einem peripheren (PNS) Nervensystem.

Zum PNS zahlen alle Nerven und die dazu gehdrenden Strukturen aul3erhalb des ZNS.
Das PNS beginnt im Ruckenmark bzw. im Gehirn mit Austritt der Spinal- bzw. der
Hirnnerven. Durch Efferenzen werden Impulse aus dem ZNS in die Peripherie und
durch Afferenzen von der Peripherie ins ZNS Uber die Neuronen geleitet (Bessou et
al., 1981; Gandevia et al., 1982).

2.1.1 Myelinisierung der Nervenfaser
Eine physiologische Bewegung (Motorik) und ein physiologisches Empfinden
(Sensorik) sind nur dann moglich, wenn eine zielgerichtete und reibungslose
Reizweiterleitung zwischen Neuronen gewabhrleistet ist. FUr eine besonders schnelle
Reizweiterleitung mussen Nervenfasern, die als Axone bezeichnet werden, von
Myelinscheiden umgeben und somit isoliert sein.
Im PNS kénnen Axone der Neurone entweder stark oder schwach ummarkte Fortsatze
haben oder auch marklos (unmyelinisiert) sein. Dabei korreliert die Dicke der
Myelinschicht mit der Geschwindigkeit der Reizweiterleitung (Lorentendo and
Honrubia, 1964). Diese Myelinisierung wird von Schwann-Zellen gebildet, die sich
mehrmals um die Nervenfaser herumwinden und hintereinander liegen. Eine
Myelinisierung ist dabei nicht komplett Uber die Lange des Axons ausgebildet, sondern
sie bildet zur Weiterleitung der Aktionspotentiale Licken, Ranvier schen Schnurrringe
(Nodien) genannt, wahrend sie in den Internodien - Bereich der lIsolierung -
ubersprungen werden konnen. Diese Art der Reizweiterleitung wird saltatorische
Erregungsleitung genannt und bringt einen groRen Zeitgewinn mit sich, so dass
Bewegungsablaufe und sensorische Empfindungen schnell und reibungslos
umgesetzt werden kénnen (De No und Honrubia, 1964; Lorentedeno und Honrubia,
1964; Lorente de N6 und Honrubia, 1966; Schwarz et al., 1995).

2.1.2 Blut-Nerven-Schranke

Einzelne Nervenfasern sind in Nervenfaszikeln organisiert, die durch das
3



Zusammenlagern mehrerer Nervenfasern zustande kommen. Die myelinisierten
Nervenfasern haben als aulierste Schicht einen kernhaltigen Zytoplasmasaum der
Schwannzelle, der unmittelbar einer aus retikularem Bindegewebe umgebenden
Basalmembran anliegt, was zusammen als Endoneurium bezeichnet wird (Gamble
and Eames, 1964). Die eigentliche Blut-Nerven-Schranke (BNS) wird aus
Endothelzellen der im Endoneurium gelegenen Kapillaren gebildet, so dass eine
Barriere zwischen Schwannzellen und dem zirkulierenden Blut durch das
Kapillarendothel des Endoneuriums aufgebaut wird. Dieses Kapillarendothel besteht
aus sogenannten tight junctions, die eng mit einander verbunden sind und somit keine
Fenestrierung zulassen, so dass nur bestimmte Zellen und Substanzen hindurch
kommen (Abe et al., 2012; Poduslo et al., 1994; Weerasuriya and Mizisin, 2011).
Dieser Aufbau der BNS dient als Schutz von Nerven und erschwert ein Eindringen von
pathogenen und entzundlichen Mediatoren des Immunsystems, wie beispielsweise T-
Zellen oder Immunglobulinen (lg) (Kanda, 2013). Jedoch ist die Barrierefunktion an
den Spinalganglien und in der Nahe der Spinalwurzeln (J M Jacobs et al., 1976; Mizisin
and Weerasuriya, 2011), sowie an den neuromuskularen Endplatten (W E Burkel,
1967) aufgehoben, so dass diese Bereiche als potentiell anfallig fir Entziindungen und
auch fur Autoimmunerkrankungen angesehen werden (W F Brown and Snow, 1991; S
Kuwabara et al., 2002).

2.2 Inflammatorische Neuropathien

Unter inflammatorischen Neuropathien versteht man entzindliche Erkrankungen des
peripheren Nervensystems mit Zerstorung von Nervenfasern, Nervenwurzeln oder
Myelinscheiden. Die Einteilung erfolgt zum einen nach dem Verlauf der Erkrankungen
in monophasisch, schubférmig oder progressiv und zum anderen nach der Dauer in
akut oder chronisch. Das Guillain-Barré Syndrom (GBS) ist eine akute Form mit
heterogenem Verlauf, der bei einer mdglichen aufsteigenden Parese bis hin zur
Atemmuskulatur auch lebensbedrohlich sein kann (Jasti et al., 2016; Papathanasiou
and Markakis, 2016). Zu den chronischen Formen zahlen die CIDP und die multifokale
motorische Neuropathie (MMN) (Torvik and Lundar, 1977; Whitesell, 2010; Yuki,
2012). Zudem kommt es zu unterschiedlichen Schadigungsmustern an den Nerven,
zu denen die axonale Schadigung, die demyelinisierende Neuropathie und

Mischformen zahlen. Sowohl beim GBS, als auch bei der CIDP handelt es sich um



eine heterogene Erkrankung mit sehr variablen Symptomen.

2.2.1 Guillan-Barré-Syndrom

Das klassische GBS ist eine akute, inflammatorische, demyelinisierende Erkrankung
der peripheren Nerven und Nervenwurzeln. Im Vordergrund steht der rasch
progrediente Verlauf, der von einigen Tagen bis hin zu 8 Wochen dauern kann.
Aufsteigende Paresen kdnnen bis hin zum Ausfall der Atemmuskulatur und somit zur
Intubationspflichtigkeit flhren. Die Symptome in Form von symmetrischen Paresen
beginnen meist distal in den Extremitaten und steigen nach proximal auf. Beim GBS
handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, bei der im Rahmen der axonalen
Formen im Mausmodell Gangliosid-Antikorper eine Rolle zu spielen scheinen ohne,
dass ein bestimmtes Zielantigen bestatigt worden ist (Cunningham et al., 2016). Haufig
korreliert das GBS mit einer vorangegangen bakteriellen Infektionen durch
Campylobacter jejuni (Berciano et al., 2012; Franssen, 2012; Kuwabara and Misawa,
2012).

2.2.2 Chronisch inflammatorisch demyelinisierende Polyneuropathie
Die CIDP ist eine erworbene Autoimmunerkrankung des peripheren Nervensystems,
bei der die Myelinscheiden, d. h. die Schwannzellen der peripheren Nerven und
Nervenwurzeln in einem progressiven Krankheitsverlauf zerstort werden (Dalakas,
2011; Koller et al., 2005; Vallat et al.,, 2010). Die Symptome bestehen aus
symmetrischen arm- und/oder beinbetonten sowohl motorischen, als auch
sensorischen Ausfallen. Im Gegensatz zum GBS liegt eine CIDP dann vor, wenn die
Symptome fur mehr als zwei Monate fortschreiten. Seltener kdnnen auch Hirnnerven
betroffen sein (Dalakas, 2012; Koller et al., 2005; R. S. Laughlin et al., 2009). Die
Pravalenz liegt bei 8,9 / 100.000 Einwohner und die Inzidenz bei 1,6 / 100000
Einwohner (Hughes, 2010; R S Laughlin et al., 2009; Mahdi-Rogers and Hughes,
2014; Mathey et al., 2015). Das Durchschnittsalter liegt bei 58 Jahren, jedoch kann die
CIDP in jedem Alter auftreten. Manner sind fast doppelt so haufig betroffen wie Frauen
(Rotta et al., 2000).
Die Diagnose CIDP wird zunachst klinisch gestellt und richtet sich nach den Leitlinien
der Deutschen Gesellschaft flir Neurologie. In der Neurographie kann eine Reduktion

der Nervenleitgeschwindigkeit, ein partieller Leitungsblock und distal verlangerte
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Latenzen, sowie fehlende bzw. verlangerte F-Wellen-Latenzen festgestellt werden
(Rajabally and Samarasekera, 2010; Bromberg, 2011; Guo et al., 2014). Im Liquor
konnte eine normale Zellzahl und ein erhdhtes Liquorprotein zu sehen sein und
Differenzialdiagnosen ausgeschlossen werden (Gorson et al., 2010; Larue et al.,
2011; Van den Bergh et al., 2010). Als Differenzialdiagnosen waren beispielsweise
HIV- und Lues-Infektionen zu nennen, die bei der Diagnostik einer CIDP bertcksichtigt
werden sollten (Said and Krarup, 2013; Vanasse et al., 2013; Tackenberg et al., 2007).
Die Atiologie der CIDP ist weitestgehend ungeklart. Dennoch tritt diese Erkrankung
gehauft mit viralen Infektionen oder als Paraneoplasie auf (Kéller et al., 2005; Lin and
Hsu, 2011; J D Lunemann et al., 2010; San-Juan and Castro-Macias, 2008; Vallat et
al., 2010b). Vor allem bei untherapierten CIDP-Patienten konnte eine erhdhte Rate an
EBV-Infektionen festgestellt werden (Kasamon et al., 2002; J D Linemann et al., 2010;
Nociti et al., 2010), wobei eine hohe Durchseuchungsrate von EBV bedacht werden

sollte.

2.2.3 Multifokale motorische Neuropathie
Zur Abgrenzung der CIDP ist die MMN eine erworbene, progrediente (chronische),
multifokale Neuropathie mit langsamen Verlauf, die asymmetrisch ist und eher in den
Armen beginnt. Sie ist ebenfalls eine Autoimmunerkrankung bei der in ca. 80% der
Falle GM-1-Antikdrper nachgewiesen werden kdnnen (Baig et al., 2012; Muley and
Parry, 2012; Vlam et al., 2012).

2.3 Therapiemoglichkeiten der CIDP

Aufgrund der aktuellen Studienlage sind zur Therapie von CIDP Patienten derzeit die
Gabe von Kortikosteroiden, IVlg und der Plasmaaustausch (Gaebel et al., 2010)
zugelassen. Fur die langfristige Therapie ist die Wirkung von IVIg und Kortikosteroiden
belegt (Kleyman and Brannagan, 2015; Kuitwaard et al., 2015; Lehmann et al., 2013,
Mahdi-Rogers et al., 2010).

Die kortikosteroidsensitive CIPD wurde erstmals 1958 beschrieben (Austin, 1958).
Kortison wird nach wie vor zur erfolgreichen Therapie der CIDP eingesetzt. Allerdings
nimmt bei anhaltender Kortisontherapie die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von
Nebenwirkungen, wie z. B. dem Cushing-Syndrom zu.

Der Plasmaaustausch ermoglicht das kurzfristige Auswaschen potentieller
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Autoantikorper und inflammatorischer Zytokine. Aufgrund eines deutlichen
Nebenwirkungsprofils und einer teilweise nur kurzfristigen Symptomverbesserung mit
anschliellender Progredienz ist der Plasmaaustausch nicht zur Langzeittherapie
geeignet (Dyck et al., 1986; Gajdos et al., 1997; Hahn et al., 1996; Mahdi-Rogers and
Rajabally, 2010; Mehndiratta and Hughes, 2012).

Die therapeutische Wirksamkeit von 1VIg ist sowohl kurzfristig als auch langfristig mit
einem besseren Nebenwirkungsprofil als die Kortison- oder Plasmaaustausch-
Therapie beschrieben (Dalakas, 2011; Hughes et al., 2008; Kieseier et al., 2008;
Mahdi-Rogers und Rajabally, 2010). Die Effektivitadt von IVIg als Langzeittherapie
wurde mittels der Vigorimeter-Griffstarke in der sog. ICE-Studie (Vanhoutte et al.,
2012) bei CIDP-Patienten bestatigt. In der ICE-Studie wurde anhand der INCAT-
Kriterien (Inflammatory Neuropathy Cause and Treatment) (Merkies and Schmitz,
2006) die Extremitaten-Beweglichkeit der CIDP-Patienten vor und nach der Therapie

mit IVIg bewertet. Dabei stellte sich eine signifikante klinische Verbesserung heraus.

2.3.1 Wirkmechanismus von |VIg

Bei IVIg handelt es sich um Immunglobuline (Antikdrper), die ursprunglich zur
intravendsen Substitution bei Antikorper-Mangel-Erkrankungen eingesetzt worden
sind. Die Immunglobuline fur IVlg stammen aus einem Plasmapool mit normalen,
polyklonalen und polyspezifischen Immunglobulinen von 3000-10000 gesunden
Spendern. Fur IVIg werden hauptsachlich Monomere (~ 60%) und Dimere (~ 40%)
lgGs verwendet (Dalakas, 1997; A Durandy et al., 2009; Durandy et al., 2005; Seite et
al., 2008). Derzeit wird 1VIg zur Therapie von Autoimmunerkrankungen und chronisch
entzuindlichen Erkrankungen eingesetzt, bei denen Autoantikdrper oder T-Zellen im
Vordergrund des Pathomechanismus stehen (Gircan and Ahmed, 2007). Zugelassen
ist eine Therapie mit IVIg bei den Autoimmunerkrankungen CIDP, GBS, Kawasaki-
Syndrom und idiopathisch, thrombozytopenischen Purpura (Nimmerjahn and Ravetch,
2008).

Die Wirkung von [VIg ist nicht vollstandig bekannt und beruht wahrscheinlich auf
komplexen Veranderungen verschiedenster Immunmechanismen. Es gibt Hinweise,
dass niedrig dosiertes IVIg proinflammatotisch wirkt. Dies konnte z. B. durch Erhéhung
des Kalziumspiegels, Uber eine Komplementaktivierung oder eine Bindung an das Fc-
Fragment von IgG-spezifischen Rezeptoren (FcyR) auf angeborenen Immun-

Effektorzellen bedingt sein. Hochdosiertes 1VIg kann dagegen durch noch nicht
7



vollstandig geklarte Mechanismen antiinflammatorisch wirken. Gerade dieser
antiinflammatorische Effekt scheint fir den Therapieerfolg mit IVIg bei der CIDP von
Bedeutung zu sein (A Durandy et al., 2009). IVIg hat ein breites Wirkspektrum, was
sowohl das adaptive, als auch das angeborene Immunsystem betreffen konnte (A
Durandy et al., 2009; Nimmerjahn and Ravetch, 2008).

Bei der Wirkung auf das angeborene Immunsystem wird diskutiert, ob 1VIg die Fcy-
Rezeptoren der neutrophilen Granulozyten mit Hilfe der IgG-Monomeren blockiert und
die Leukozyten-Einwanderung und deren Endothel-Adhasion hemmt (A Durandy et al.,
2009; Bernd C Kieseier et al., 2008). Zugleich fordert IVIg die Granulozyten-Apoptose
(A Durandy et al., 2009), hemmt die Makrophagen-Aktivitat (A Durandy et al., 2009;
Imbach, 2012; M D Kazatchkine and Kaveri, 2001; Nimmerjahn and Ravetch, 2008a),
induziert Veranderungen bei den NK-Zellen beim Austausch zwischen Blut und
Gewebe, die NK-Zell-Aktivierung, deren Zytokin-Produktion und Degranulation, sowie
deren Anti-Tumor-Aktivitat (A Durandy et al., 2009) und inaktiviert durch Komplement-
Bindung die Komplementkaskade und neutralisiert das Komplement (A Durandy et al.,
2009; Imbach, 2012; M D Kazatchkine and Kaveri, 2001; Bernd C Kieseier et al., 2008;
Nimmerjahn and Ravetch, 2008).

Beim adaptiven Immunsystem hat IVIg einen hemmenden Einfluss auf T- und B-Zellen
und fordert die Neutralisation von Auto-Immunglobulinen (A Durandy et al., 2009;
Imbach, 2012; M D Kazatchkine and Kaveri, 2001; Bernd C Kieseier et al., 2008;
Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Aul3erdem hat IVIg eine hemmende Wirkung auf die
durch dendritische Zellen vermittelte T-Zell-Aktivierung, Endozytose, Produktion
proinflammatorischer Zytokine, die Differenzierung dendritischer Zellen, die
Expression von Hauphistokompatibilitatskomplex (MHC) Klasse Il und zugehdriger

kostimmulierender Moleklle, sowie auf Fcy-Rezeptoren (A Durandy et al., 2009).

2.3.2 Mogliche Wirkungen von IVIg auf T-Zellen

IVIg hat einen hemmenden Einfluss auf die Aktivierung, Proliferation und
Differenzierung von T-Zellen (A Durandy et al., 2009; Imbach, 2012a; M D Kazatchkine
and Kaveri, 2001; Bernd C Kieseier et al., 2008), die Interleukin 2 (IL2) Produktion (A
Durandy et al., 2009) und auf die Differenzierung, Amplifikation sowie Funktion von T-
Helfer (Tw ) 17-Zellen (Mohan S Maddur et al., 2011). IVIg fordert die T-Zell-Apoptose
durch Antikoérper gegen CD95/Fas-Rezeptor (A Durandy et al., 2009; Bernd C Kieseier

et al., 2008), die Hochregulation regulatorischer T-Zellen (Treg) und deren Supressor-
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Funktion (A Durandy et al., 2009; Kessel et al., 2007; Bernd C Kieseier et al., 2008)
sowie die Produktion von Antikdrpern gegen MHCs (Kaveri et al., 1996) und gegen
TCR (Bernd C Kieseier et al., 2008).

2.4 Prinzip der T-Zellaktivierung
2.4.1 Haupthistokompatibilitatskomplex

Der MHC dient dazu, dass unser Immunsystem Antigene erkennen kann.

Der MHC Klasse | wird auf Oberflachen nahezu aller kernhaltigen Korperzellen
exprimiert. Er hat die Aufgabe, Zellen, die durch Viren (Hewitt, 2003), maligne
Entartung (Hage et al., 2013) oder durch intrazellulare Bakterien (Neefjes and Sadaka,
2012) verandert sind, fur das Immunsystem erkenntlich zu machen. Dies geschieht,
indem der MHC Klasse | die entsprechenden Antigenpeptide auf der Zelloberflache
prasentiert. Dadurch kénnen CD8* T-Zellen antigenspezifisch aktiviert werden
(Germain and Margulies, 1993; Hewitt, 2003; Joyce et al., 1994).

Die MHC Klasse | Kette lagert sich im Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER)
mit einem B2-Microglobulin zusammen, wodurch der peptidbindene Spalt des MHC
Klasse | bereit zur Peptidbeladung ist. Leere Komplexe werden so lange im ER
zurlckgehalten bis ein Peptid gebunden wird (Bouvier, 2003). Intrazellulare Proteine
werden in den im Zytosol befindlichen Proteasomen in Peptide prozessiert, so dass
diese nur noch aus 8-10 Aminosauren bestehen und an MHC Klasse | binden kdnnen
(Joyce et al.,, 1994). Ist ein MHC Klasse | beladen, wird es durch komplexe
Wechselwirkungen Uber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache transportiert und
kann dort das Peptid prasentieren (Germain and Margulies, 1993; Spiliotis et al., 2000).
MHC Klasse Il werden nur auf Antigen-prasentierenden Zellen (APC) exprimiert. Bei
den klassischen APCs handelt es sich um Makrophagen und vor allem um dendritische
Zellen, die bereits aullerhalb des lymphatischen Gewebes mit dem Pathogen in
Kontakt kommen und dieses als Peptid auf ihrer Oberflache in lymphatischen Organen
prasentieren. APCs konnen aber unter bestimmten Bedingungen auch Schwannzellen
(Meyer zu Horste et al., 2008), Endothelzellen, oder aktivierte T-Zellen sein (Cusick et
al., 2012). Hier werden die antigenen Peptide von CD4* T-Zellen erkannt.

Eine von zahlreichen mdglichen Aufgaben der APCs ist das Prozessieren
extrazellularer Proteine via Phagozytose (Ciechanover, 2005; Munz, 2010), die dann

innerhalb der entstandenen Vesikeln an die MHC Klasse || gebunden werden. Hierbei
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mussen Peptide zur Stabilitat des MHC Klasse Il eine Mindestlange von 13-17

Aminosauren haben (Rudensky AYu et al., 1991).

2.4.2 CD4*- und CD8*-Korezeptoren

T-Zellen, die zur CD4* Population gehoéren, exprimieren auf ihrer Oberflache den
Korezeptor CD4, und gehoren damit zu Tw-Zellen. Der CD4-Korezeptor besteht aus
vier immunglobulindhnlichen Untereinheiten (D1-D4). Dabei treten die D1 und D2-
Untereinheiten mit den B1- und p2-Ketten des MHC Klasse Il in Kontakt. D3 befindet
sich dazwischen gelagert und D4 ist in die Th-Zellmembran verankert. CD4* T-Zellen
erkennen l6sliche Antigene, die auf MHC Klasse |l prasentiert werden. Es werden
hauptsachlich zwei Subtypen — Th1 und TH2 Zellen — unterschieden.

Tn1 Zellen fUhren zu einer zellvermittelten Immunitat. Sie produzieren Zytokine wie z.
B. IFNy (IL2, TNFB) (Paul and Seder, 1994) und aktivieren eine zellulare
Immunantwort zu denen Makrophagen gehoren.

T2 Zellen fuhren Uber eine Aktivierung von B-Lymphozyten zur Produktion von
Immunglobulinen und produzieren hauptsachlich IL4 (Paul and Seder, 1994), hierbei
hemmt IL10 die Tu1-Entwicklung (Hsieh et al., 1992; Mosmann and Coffman, 1989;
Petrovsky and Harrison, 1997).

T-Zellen mit dem CD8* Rezeptor auf der Oberflache werden als zytotoxische T-Zellen
bezeichnet. Sie exprimieren den Korezeptor CD8, dessen langgestreckte
Polypeptidsegmente in die Membran eingebaut sind und dessen
immunglobulindhnliche Démane, die aus einer via Disulfidbricken verbundenen a-
und B-Kette besteht, an MHC Klasse | bindet (Emmrich et al., 1986). Diese CD8" T-

Zellen erkennen intrazellulare Antigene, die auf MHC Klasse | prasentiert werden.

2.4.3 T-Zell-Aktivierung und Differenzierung
Fir die Aktivierung naiver T-Zellen sind insgesamt drei Signale notwendig (DeFord-
Watts et al., 2011; Lichtenfels et al., 2012):
Das erste Signal ist die Erkennung des spezifischen Antigens durch den TCR. Hierzu
muss das Antigen entweder auf der Oberflache einer APC mittels MHC Klasse Il (bei
CD4* T-Zellen) oder mittels MHC Klasse | (bei CD8* T-Zellen) auf einer Zelle
prasentiert werden. Essentiell fir diesen Schritt ist, dass dieses Antigen spezifisch zur

hypervariablen CDR3-Region des TCR nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip passen
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muss, damit die T-Zelle aktiviert werden kann (Abbildung 1 A).

Das zweite Signal wird durch Bindung von kostimulatorischen Molekilen vermittelt.
Die haufigsten kostimulatorischen Molekile sind CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) und
werden auf APCs exprimiert. Diese binden an CD28 auf der Oberflache naiver T-Zellen
(Ford and Larsen, 2009; Lichtenfels et al., 2012). Ein weiteres korrespondierendes,
kostimulatorisches Molekul ist der CD40-Ligand, der sich an APC-Oberflachen
befindet und an CD40-Rezeptoren von T-Zellen binden kann. Diese MolekUlle werden
jedoch nur im Rahmen einer Immunantwort mit Peptidbeladung der APCs exprimiert,
um eine Prasentation von Autoantigenen zu vermeiden.

Das dritte Signal wird durch Zytokine definiert, die eine Effektordifferenzierung von T-
Zellen (u. a. auch eine Tu1 und Tu2 Antwort) determinieren. CD8" T-Zellen werden im
Rahmen einer Immunantwort abhangig von der Art einer Virusinfektion durch die
Zytokine IL 12, sowie Typ | IFN unterschiedlich stark beeinflusst und entsprechend
exprimiert (Keppler et al., 2012).

Diese drei Aktivierungssignale induzieren eine mehrere Tage andauernde Proliferation
und damit eine klonale Expansion, wobei viele T-Effektorzellen eines Klons entstehen,
die durch den gleichen TCR somit auch durch die gleiche Antigenspezifitat
charakterisiert sind (Patel et al., 2012; Vigano et al., 2012).

2.4.4 Bedeutung von T-Zellen bei CIDP

Im Pathomechnismus der CIDP werden T-Zellen eine groRe Bedeutung
zugesprochen. Mogliche Hinweise auf einen T-Zell vermittelten Pathomechanismus
der CIDP kénnten erhdhte Konzentrationen von TNFa (Misawa et al., 2001) und von
I6slichen IL2-Rezeptoren (Hartung et al., 1991, 1990) im Serum von CIDP Patienten
bieten, die zum Teil mit dem klinischen Schweregrad und elektrophysiologischen
Leitungsveranderungen im Sinne einer Demyelinisierung korrelieren.

Darlber hinaus zeigen T-Zellen wahrend der CIDP, insbesondere CD8* T-Zellen ein
verandertes TCR-Repertoire in Form von starken mono- und oligoklonalen
Abweichungen von einer ansonsten normalen Gauly’schen Verteilung des TCR-
Repertoires und dies sowohl im peripheren Blut, als auch in den betroffenen
peripheren Nerven wahrend der CIDP (T Schneider-Hohendorf et al., 2012).
Interessanterweise entwickeln B7.2 (CD86) transgene Mause, die fur CD4* T-Zellen
defizient sind, spontan eine Art autoimmune periphere Neuropathie, bei der

insbesondere CD8* T-Zellen die wichtigsten Akteure zu sein scheinen (Salomon et al.,
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2001; Yang et al., 2015, 2014). In Nervenbiopsien von CIDP Patienten konnten sowohl
endo- als auch epidurale T-Zell-Infiltrationen entdeckt werden (Schmidt et al., 1996),
wobei auch hier die CD8* Population pradominant zu sein scheint (K Matsumuro et al.,
1994).

Zusammenfassend tragen T-Zellen einen entscheidenden Beitrag zum
Pathomechnismus der CIDP bei, wobei es einige Hinweise flr eine Pradominanz der
CD8" Population gibt.

2.5 Pathomechanismus der autoimmunen Neuropathie

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit dem Pathomechanismus autoimmuner
Neuropathien. Zur Veranschaulichung eines Groldteils der gegenwartigen
Erkenntnisse wahlten wir ein breit akzeptiertes Modell fir das GBS basierend auf dem
Tiermodell der experimentellen autoimmunen Neuritis (EAN) (Meyer zu Horste et al.,
2007) in Abbildung 1. Bei diesem Modell konnte durch Immunisierung mit
verschiedenen peripheren Myelinkomponenten eine Immunantwort gegen unbekannte
Antigene der peripheren Nerven induziert werden, die zum Bild eines GBS fuhrte
(Kieseier et al., 2004). Im Vordergrund stand eine T-Zell vermittelte Immunabwehr
(Gold et al., 1999; Kiefer et al., 2001; Koller et al., 2005), wobei auch humorale

Komponenten beschrieben wurden.

Abbildung 1: Pathomechanismus autoimmuner Neuropathien

Die Abbildung stellt ein schematisches Modell zum mdéglichen Pathomechanismus des GBS
und der CIDP dar (modifiziert nach Meyer zu Hoérste et al.,, 2007, Copyright © 2018 mit
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Genehmigung von Springer Nature, hier: wegen Copyrights © unkenntlich gemacht).
APC - Antigen préasentierende Zelle, B — B-Zelle, BNS — Blutnervenschranke, LOS -
Lipooligosaccharid, PNS — peripheres Nervensystem, T — T-Zelle, Tu1/Tn2 — T-Helfer1/2-Zelle

2.5.1 Entstehung autoreaktiver T-Zellen

Hauptakteure im Pathomechnismus autoimmuner Neuropathien scheinen bei einer T-
Zell vermittelten Immunantwort autoreaktive T-Zellen zu sein, deren Entstehung im
Organismus durch mehrere tolerogene Mechanismen reguliert wird. Ein maoglicher
Mechanismus konnte das molekulare Mimikry darstellen, das eine Prasentation
korpereigener Oberflachenstrukturen im inflammatorischen Kontext aufgrund einer
Ahnlichkeit zu bestimmten Epitopen auf der Oberflache von Pathogenen beschreibt.
Durch diese Prasentation kdnnen T-Zellen aktiviert werden und diese korpereigenen
Strukturen autoreaktiv zerstoren (Berciano et al., 2012; Franssen, 2012; Kuwabara
and Misawa, 2012). Beim GBS koénnte ein putatives Epitop in Form eines
Lipooligosaccharides (LOS) durch einen unbekannten Trigger wie beispielsweise eine
Infektion mit Campylobacter jejuni molekulares Mimikry auslésen (Abbildung 1 A).
Auch im Rahmen der CIDP sind beim Menschen autoreaktive T-Zellen gegen
bestimmte Myelinproteine oder —peptide beschrieben worden (Csurhes et al., 2005;
Klehmet et al., 2014; Sanvito et al., 2009).

2.5.2 Immunreaktionen im peripheren Nerv

Wurde eine Aktvierung von Immunzellen im systemischen Immunkompartiment
initiiert, so muss die BNS als Barriere Uberwunden werden, um eine Inflammation
innerhalb eines peripheren Nervens zu induzieren. Dazu ist eine Vielzahl von
Reaktionen des Immunsystems mdglich.

Vor der BNS koénnen durch APC aktivierte T-Zellen weitere T-Zellen aktivieren
(Abbildung 1 A). Diese aktivierten T-Zellen kénnen Uber das sog. Rolling mit Hilfe von
Zytokinen, Interleukinen, sowie weiteren immunologische Mediatoren wie
beispielsweise  Adhasionsmolekilen und Matrix-Metalloproteinasen  (MMPs)
(Lawrence and Springer, 1991) (Abbildung 1 C links), die BNS passieren (D), das als
Migration bezeichnet wird. Auch bei der CIDP wurden Hinweise einer erhdhten
Expression von MMPs gefunden (Leppert et al., 1999). Mittels Chemokine kénnen
weitere immunkompetente Zellen angelockt werden (Ubogu, 2011). Dieses

Zusammenspiel von Migration aktivierter T-Zellen, Anlockung weiterer Immunzellen
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und Wirkung der Zytokine bewirkt eine lokale Entzindungsreaktion im Nerven und
fordert eine vermehrte Permeabilitat der BNS, so dass weitere T-Zellen in das
Endoneurium einwandern kénnen (Abbildung 1 C und D).

Aulerdem konnen durch aktivierte T-Zellen auch B-Zellen aktiviert werden, die sich zu
Plasmazellen differenzieren und Autoantikorper (Abbildung 1 B) sezernieren konnen,
die ebenfalls die geschadigte BNS durchqueren kénnen. Autoantikorper kdnnen bei
GBS-Patienten zum Teil im Blut nachgewiesen werden (Klehmet et al., 2015, 2014).
Jedoch sind spezifische Antigene nur bei extrem wenigen GBS-Subtypen etabliert, wie
z. B. das Myelin-Protein oder die Schwann-Zell-Ganglioside (Meyer zu Horste et al.,
2007).

Am Axon eines peripheren Nervs konnen Makrophagen, die in diesem
immunologischen Zusammenhang auch als professionelle APCs dienen, durch von
Th1 Zellen sezerniertes IFNy und TNF aktiviert werden (Abbildung 1 C rechts). Sie
konnen zum einen direkt Schwannzellen und Axone durch Phagozytose angreifen
oder Metabolite wie NO, TNF und Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sezernieren
(Abbildung 1 E), die ebenfalls das Gewebe und Axone schadigen kénnen (Abbildung
1F).

Aktivierte TH2 Zellen kdnnen nach ihrer Migration im Nerv durch antiinflammatorische
Interleukine wie IL4, IL10 und TGFf3 aktivierte Tn1 Zellen in deren Aktivitat hemmen,
so dass eine UberschielRende Immunreaktion reduziert werden konnte.

Zur Terminierung einer Inflammation sind Makrophagen mittels Sezernierung
antiinflammatorischer Zytokine (z. B. TGFB), sowie Tv2 Zellen durch Hemmung von
Th1 Zellen und Foérderung einer T-Zell-Apoptose beteiligt (Abbildung 1 G) (Gold et al.,
1997).

Je nach Grad einer axonalen Schadigung (Abbildung 1 F) kdnnen Symptome von z.
B. motorischen Ausfallen und Sensibilitatsstérungen auftreten, die von leichten
Kraftverlusten bis hin zu schweren Paresen reichen kdnnen (Koéller et al., 2005; Pereira
et al., 2012). Der Grad einer axonalen Schadigung ist eine wichtige Determinante der

klinischen Krankheitsschwere bei CIDP-Patienten (Meyer zu Horste et al., 2007).

2.6 Entwicklung des T-Zell-Repertoires
2.6.1 Aufbau des T-Zell-Rezeptors

Der TCR besteht aus zwei verschiedenen Polypeptidketten, einer TCR-a- und einer
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TCR-B-Kette. Er ist membranstandig und in verschiedene Domanen gefaltet. Diese
Ketten haben jeweils eine variable (V) und eine konstante (C) Region. Im Bereich der
V-Region befindet sich durch eine spezifische Faltung die Antigenbindungsstelle
(Fernandes et al., 2012; Yin et al., 2012).

Mit dem Hintergrund eines dreidimensionalen Aufbaus ist es leichter zu verstehen,
dass sich die Antigenbindungsregion, aus drei bindungsentscheidenen Bereichen
zusammensetzt, die auch als CDR (complementarity determining regions) bezeichnet
werden. CDR 1 und 2 binden bevorzugt an MHC Klasse | und II, wohingegen CDR 3
an das Antigen bindet. Daher ist es zu erklaren, dass in dieser CDR3 der a- und [3-
Kette die grofdte Vielfalt besteht (Fernandes et al., 2012; Yin et al., 2012). Durch diese
enorme Vielfalt des TCR-Repertoires ist es mdglich, dass zahlreiche fremde Antigene
von z. B. Erregern, die im menschlichen Korper eindringen, erkannt werden konnen.
Gleichzeitig besteht die Gefahr, dass korpereigene Antigene als kérperfremd erkannt
werden und Autoimmunerkrankungen entstehen konnen (Mahajan et al., 2005). Zur
Meidung T-Zell vermittelter, autoimmuner Reaktionen bestehen verschiedene
Mechanismen wahrend der T-Zell-Differenzierung auf die im Folgenden naher

eingegangen wird.

2.6.2 Somatische Rekombination

Bei der Generierung des TCRs werden durch somatische Rekombination auf DNA-
Ebene zufallig vier verschiedene Gen-Elemente, von denen unterschiedliche Kopien
vorhanden sind, produktiv miteinander verknlpft. Jeder TCR tragt je eins der vier Gen-
Elemente: V- (variable, variabel), J- (joining, Verknlipfung), D- (diversity, vielfaltig) und
C- (constant, konstant) Gen-Element. Durch die Verknupfung der J-, V-, und D-
Segmente, die rein zufallig ablauft, entsteht bereits zu diesem Entwicklungszeitpunkt
eine sehr grol3e Vielfalt fur den TCR (Davis and Bjorkman, 1988; Gauss and Lieber,
1992; Pannetier et al., 1993) (Vgl. Abbildung 2). Zusatzliche Variabilitat entsteht durch
die vielfaltigen kombinatorischen Madoglichkeiten der o—Kette und B—Kette (Vgl.
Abbildung 2).

FUr die B-Kette ist die variable Region in drei Gensegmente, Vg, Dg und Jg codiert. Hier
entsteht durch die Gen-Umlagerung ein funktionelles VDJg-Exon, das mit der Cg-
Region verbunden und in die B-Kette des TCRs translatiert wird.

Fir die o-Kette wird zunachst ein Vo-Gen-Segment mit einem Ja-Gen-Segment
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gepaart, so dass ein funktionelles VJqo-Exon fur die variable Region entsteht. Dieses
VJa-Exon wird mit der Ca-Region verbunden und in die a-Kette des TCRs translatiert.

Abbildung 2 veranschaulicht die komplexe Gen-Segment-Verknlpfung wahrend der

somatischen Rekombination.

Abbildung 2: Somatische Rekombination des TCR

Die Abbildung zeigt ein Schema der komplexen Gen-Segment-Verkniipfung wéhrend der
somatischen Rekombination. In der Mitte ist der fertige TCR nach Gen-Segment-Verkniipfung
der a-Kette (oben) und der 3-Kette (unten) dargestellt. Im Unterschied zur a-Kette (oben) weist
die B-Kette (unten) zusétzlich zum V-, J- und C-Gen-Segment noch ein D-Segment fiir die
Diversitét auf (modifiziert nach Murphy K. et al. 2009, Copyright © 2008 durch Garland-
Wissenschaft, Taylor and Francis Group, LLC, verwendet mit Genehmigung von W.W. Norton

& Company, Inc., hier: wegen Copyrights © unkenntlich gemacht).

2.6.3 Differenzierungsstadien der T-Zellen im Thymus

T-Zellen entstehen im Knochenmark aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle. Wobei
die weitere Differenzierung im Thymus stattfindet.

Der T-Zell-Vorlaufer gelangt vom Knochenmark aus uber die Blutbahn in den Thymus.
Im Folgenden entstehen im Thymus aus dem T-Zell-Vorlaufer durch Genumlagerung
mit wahrscheinlich verschiedenen Genlokalisationen zwei T-Zell-Populationen, eine
grélere Population an a:p-T-Zellen und eine kleinere an y:6-T-Zellen (Zheng et al.,
2012). Die beiden Zelllinien unterscheiden sich in ihrer Spezifitdt, im
Expressionsmuster von CD4* und CD8*, in ihrer Verteilung in der Peripherie und
funktionell, wobei Uber y:8-T-Zellen wenig bekannt ist (Janeway, 1992; Kang et al.,

1998; Kang and Raulet, 1997).
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Die a:B-T-Zellen werden in einem langen Prozess der Differenzierung und Proliferation
von doppeltnegativen (DN-1 bis DN-4) zu reifen, einfachpositiven CD4* oder CD8* T-
Zellen. Bei der Differenzierung der DN-1- zur DN-4-Zelle spielen eine Reihe von
Oberflachenmolekulen eine Rolle, auf die hier nicht eingegangen wird (Godfrey et al.,
2012; Petrie et al., 1995; Robey and Fowlkes, 1994; Warmflash and Dinner, 2006),
(Vgl. Abbildung 3).

Abbildung 3: Entwicklungsstadien der T-Zellen im Thymus (DN-1 bis DN-4)

Zu Beginn gelangen erste doppeltnegative T-Zell-Vorldufer bzw. Thymozytenvorléufer (DN-1)
via Venolen aus dem Blut ins Thymusmark (Medulla). Von hier aus durchlaufen sie in der
Thymusrinde (Cortex) weitere Entwicklungsstadien (DN-2 bis DN-4) bis sie zuriick im
Thymusmark zu reifen, einfachpositiven CD4* oder CD8" T-Zellen werden und wieder ins
Blutsystem wandern (modifiziert nach Murphy K. et al. 2009, Copyright © 2008 durch Garland-
Wissenschaft, Taylor and Francis Group, LLC, verwendet mit Genehmigung von W.W. Norton

& Company, Inc., hier: wegen Copyrights © unkenntlich gemacht).

Der T-Zell-Vorlaufer beginnt bereits vor der CD4- und CD8-Expression im DN-2-
Zellstadium mit der Genumlagerung der (-Kette des TCRs durch einige Dg-Jg-
Umlagerungen. Dies férdert die Entwicklung zum DN-3-Stadium, in der die restlichen
Vg-, Dg-, Jp-Gene der B-Kette produktiv umgelagert werden. Wenn dieser Schritt nicht
erfolgreich war, gehen die T-Zell-Vorlaufer zu Grunde. Dieses TCR-B-Rearrangement
ist aulRerst wichtig fur die weitere T-Zell-Entwicklung und bietet die Basis der TCR-

Diversitat. Der Entwicklungsschritt zum DN4-Stadium erfolgt dadurch, dass diese
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produktiv umgelagerte, also die funktionelle B-Kette mit einer Ersatz-a-Kette paart und
mit dem CD3-Komplex, der der TCR-Signalgebung dient, auf der T-Zell-Vorlaufer-
Oberflache exprimiert wird, so dass ein CD3:Pra-T-Zell-Rezeptor-Komplex entsteht.
Dadurch erhalt die Zelle das Signal, die Gene der a-Kette umzulagern, die nur aus Va-
, Ca- und Jo-Segmenten bestehen und mehrfach umgeordnet werden kdnnen, so dass
kleine Mengen an a:B-T-Zell-Rezeptoren ausgebildet werden (Godfrey et al., 2012; C
Pannetier et al., 1995).

a) ~ b)

Abbildung 4: Genumlagerung des TCR im Thymus

- C)

a) Zu Beginn lagern doppeltnegative T-Zellen (DN) beider T-Zelllinien (a:3- und y:6-T-
Zellen) ihre TCR-Gene gemeinsam um.
b) Die funktionelle, umgelagerte 3-Kette wird mit einer Ersatz-a-Kette (pTa) gepaart und
die y:6-Gene werden abgeschalten.
¢) Nach Umlagerung der a-Kette entsteht der reife a:3-TCR.
(modifiziert nach Murphy K. et al. 2009, Copyright © 2008 durch Garland-Wissenschaft, Taylor
and Francis Group, LLC, verwendet mit Genehmigung von W.W. Norton & Company, Inc.,

hier: wegen Copyrights © unkenntlich gemacht)

2.6.4 Positive Selektion

Bei der positiven Selektion wird Uberprift, ob der entstandene TCR kdrpereigene MHC
erkennen kann. Dazu wird die Umlagerung der a-Ketten-Gene solange fortgefuhrt, bis
die a- und B-Kette an die Selbst-MHC binden (Germain, 2002; Owen and Jenkinson,
1992). Bei der positiven Selektion, die vor allem im Kortex des Thymus stattfindet,
werden die meisten T-Zellen — ca. 95% - aussortiert (Scollay et al., 1980).

Bei erfolgreicher positiver Selektion werden die doppelt positiven T-Zellen durch
weitere Differenzierung einfach positiv, d. h. dass sie nur noch CD4* oder CD8* auf
ihrer Oberflache exprimieren (Hogquist et al., 1997; Huesmann et al., 1991; Stefanski
et al., 2001).
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2.6.5 Negative Selektion

Nachdem T-Zellen durch das Erkennen und Binden von MHC ein Uberlebenssignal
erhalten und somit positiv selektiert worden sind, muss Uberpruft werden, ob sie
falschlicherweise korpereigene Proteine (Auto-Antigene) erkennen. Die Uberlebenden
T-Zellen gehen bei der Bindung der MHCs, die mit kdrpereigenen Autoantigenen
beladen sind, in die Apoptose und werden somit negativ selektiert (Germain, 2002;
Owen and Jenkinson, 1992).

Diese beiden Selektionen bewirken, dass nur ca. 3% der T-Zellen tUberleben und sich
zu reifen T-Zellen mit folgenden Eigenschaften entwickeln kénnen: MHC-Molekule
erkennen und binden zu kdnnen (positive Selektion), aber gleichzeitig nicht durch
korpereigene Antigene aktiviert und autoreaktiv zu werden (negative Selektion)
(Shortman et al., 1990; Surh and Sprent, 1994).

Die durch die negative Selektion erworbene Toleranz der noch unreifen T-Zellen
(Thymozyten) innerhalb der zentralen lymphatischen Gewebe gegenuber Selbst-
Peptiden wird als zentrale Toleranz bezeichnet. Sie besteht lebenslanglich und soll
Autoimmunitat verhindern. Dies gelingt nicht bei allen T-Zellen. Einige T-Zellen
durchlaufen keine negative Selektion und kdnnen sich zu autoreaktiven T-Zellen
entwickeln. Durch medullare Thymusepithelzellen kdnnen auch aullerhalb des
Thymus in den zentralen lymphatischen Geweben gewebespezifische Antigene (tissue
specific antigen) prasentiert werden, so dass eine ausreichende Prasentation
korpereigener Proteine gewahrleistet ist. Moglicherweise konnen z. B durch eine
unvollstandige Prasentation korpereigener Proteine durch APCs in den zentralen
lymphatischen Geweben autoreaktive T-Zellen entstehen (Gascoigne and Palmer,
2011; Griesemer et al., 2010; Stoeckle et al., 2012).

Damit diese autoreaktiven T-Zellen ebenfalls keine Autoimmunitat herbeifihren
konnen, gibt es zusatzliche Mechanismen der peripheren Toleranz.

Diese entsteht zum einen dadurch, dass reife T-Zellen ihr Antigen erkennen, aber im
nichtinflammatorischen Kontext. Die prasentierende Zelle weist dabei keine
kostimulatorischen Molekule auf, so dass die T Zelle nicht aktiviert werden und
anschliellend keine Differenzierung und Proliferation mehr durchfihren (Anergie)
kann. Zum anderen unterdricken regulatorische T Zellen (Treg) aktiv autoreaktive T-
Zellen (Alpdogan and van den Brink, 2012).

Nach der negativen Selektion in der Medulla/Mark des Thymus, wandern reife T-Zellen

in den peripheren Blutkreislauf und die sekundaren lymphatischen Organe.
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Die Neubildung von T-Zellen im Thymus hat seinen Hohepunkt bis zur Pubertat, so
dass der Thymus sich von da an zuruckbildet und im Erwachsenenalter kaum noch
nachweisbar ist (Thymusinvolution), wobei die Thymusinvolution abhangig von der

Genetik, von Umwelteinflussen und vom Geschlecht variiert (Gui et al., 2012).

2.6.6 Diversitat des TCR-Repertoires

Die notwendige Diversitdt des TCRs entsteht mit Hilfe der somatischen
Rekombination, sowie der positiven und negativen Selektion. Diese Diversitat fuhrt
dazu, dass jede T-Zelle ihren ganz spezifischen TCR mit einem a-B-Heterodimer
ausgebildet hat, mit dem sie auch ihr passendes Antigen erkennen kann (Davis and
Bjorkman, 1988; Gauss and Lieber, 1992). Bei der somatischen Rekombination
werden auf DNA-Ebene zuféllig verschiedene V-, J-, D-Gen-Segmente produktiv
miteinander verknUpft. Eine Erhdhung der Diversitat (junktionale Diversitat) gelingt
wahrend der Rekombination zum einen durch den zufalligen Einbau von N-
Nukleotiden (nicht kodierende Nukleotide) am 3'-Ende eines jeden kodierenden
Genabschnittes mit Hilfe der terminalen Desoxynukleotidyltransferase und zum
anderen durch den zufalligen Einbau von P-Nukleotiden (palindromische Sequenzen),
die durch die Enden der rekombinierenden Gensegmente kodiert werden. P- und N-
Nukleotide befinden sich zwischen den Gensegmenten V, J und D des umgelagerten
TCRB-Gens. Durch dieses zufallige Einfligen eines Vielfachen von jeweils drei N-
Nukleoiden kann die VB-CDR3-Region in ihrer Basenlange stark variieren (Bonati et
al., 1992; Cabaniols et al., 2001; Gilfillan et al., 1995).

Bei gesunden Menschen besteht somit ein Spektrum an T-Zellen, die aufgrund der
oben beschriebenen Diversitat TCRs mit unterschiedlichen Basenlangen exprimieren,
damit im Falle einer notwendigen T-Zell-Immunreaktion auf ein bestimmtes Antigen
auch ein entsprechend passende TCR zur Verfligung steht. Dieses Spektrum an
verschiedenen TCRs, also das T-Zell-Rezeptor-Repertoire folgt durch seinen
Langenpolymorphismus der CDR3-Region einer Gauld’'schen Normalverteilung (C
Pannetier et al., 1995), die mit Hilfe des CDR3 Spectratyping darstellbar ist. Bei der
klonalen Expansion proliferieren die T-Zellen, mit einem TCR einer bestimmten
Basenlange, so dass hierbei Abweichungen von der Gaul}'schen Normalverteilung
entstehen (J Even et al., 1995). Mit Hilfe dieser Diversitat entstehen ca. 108

verschiedene individuelle TCR (Vgl. Tabelle 1).
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Tabelle 1: TCR-Vielfalt

Die Tabelle zeigt die Anzahl der TCR-Gen-Segmente und Ursachen der TCR-Vielfalt
(modifiziert nach Murphy K. et al. 2009, Copyright © 2008 durch Garland-Wissenschatt,
Taylor and Francis Group, LLC, verwendet mit Genehmigung von W.W. Norton & Company,
Inc., hier: wegen Copyrights © unkenntlich gemacht).




3. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war, den Effekt von IVlg auf das TCR-Repertoire mittels CDR3-
Spectratyping bei CIDP-Patienten zu untersuchen, dabei mdgliche klinische
Responder und Non-Responder zu identifizieren und somit das TCR-Repertoire als

Surrogatmarker zur Therapieentscheidung und zum Therapiemonitoring zu nutzen.
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4. Methoden
4.1 Ethikvotum

Die Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf genehmigte alle fur diese Arbeit durchgefuhrten, klinischen
Untersuchungen und Datenauswertungen nach der Erklarung von Helsinki
(Studiennummer des Ethikvotums: 3315). Alle Patienten gaben zur wissenschaftlichen

Nutzung ihrer Daten und Blutproben ihre schriftliche Einwilligung.

4.2 Patientenkollektiv

Alle in dieser Arbeit untersuchten Patienten wurden zwischen September 2009 und
Oktober 2010 in der neurologischen Klinik der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
behandelt. Die Blutentnahmen erfolgten aus peripheren Venen in EDTA-Blutrohrchen
(Ethylendiamintetraessigsaure) zur Vermeidung einer vorzeitigen Gerinnung. Es
wurde das TCR-Repertoire von CIDP-Patienten ohne und mit [VIg-Therapie
(Gamunex, Grifols, Barcelona, Spanien) miteinander, sowie mit Kontroll-Probanden
verglichen. Dabei wurde keine Randomisierung nach Geschlecht oder Alter
durchgefuhrt.

Insgesamt handelte es sich um 23 CIDP-Patienten zwischen 34 und 78 Jahren
(mittleres Alter: 55 Jahre) mit 7 weiblichen und 16 mannlichen Patienten. Von diesen
23 CIDP-Patienten erhielten 14 (Vgl. Tabelle 2 ohne Hervorhebung) vor der
Blutprobenentnahme keine [VIg-Therapie, sondern nur Methylprednisolon oder
Plasmaaustausch und wurden mindestens 4 Wochen vor der Probenentnahme weder
immunmodulatorisch, noch immunsuppressiv therapiert. 11 der 23 CIDP-Patienten
(Vgl. Tabelle 2 hellgraue Hervorhebung) erhielten eine Therapie mit IVIg fur eine
mittlere Dauer von 16 Monaten (Bereich 2-29 Monate).

Als Kontrollen untersuchten wir 14 Patienten mit nicht-inflammatorischer
Polyneuropathie (niPNP) im Alter von 27 bis 78 (mittleres Alter: 61 Jahre) mit 5
weiblichen und 9 mannlichen Patienten (Vgl. Tabelle 3), sowie 11 Kontroll-Probanden
ohne Polyneuropathie bzw. ohne weitere bekannte Erkrankungen (KP) im Alter von 27
bis 74 Jahren (mittleres Alter: 53 Jahre) mit 6 weiblichen und 5 mannlichen Probanden
(Vgl. Tabelle 4).
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2 Patienten (C4/Ct6 und C8/Ct8) der 11 mit IVIg therapierten Patienten untersuchten
wir im Verlauf nach 2 und 7 Monaten, um die Wirkung von IVIg besser verfolgen zu
kénnen (Vgl. Tabelle 2, dunkelgraue Hervorhebung).

Die Diagnose der CIDP erfolgte entsprechend der Leitlinien der Deutschen
Gesellschaft fur Neurologie. Mit Hilfe der INCAT (Behinderungs-) Skala konnte bereits
im Vorfeld der Grad der koérperlichen Behinderung eingeschatzt werden, um eine
Verbesserung nach der Gabe von |VIg evaluieren zu kénnen (Hughes et al., 2001;
Merkies and Schmitz, 2006; Richard A C Hughes et al., 2008). Hierzu wurden die
klinischen Symptome in Form von INCAT-Punkten Uber einen Zeitpunkt 0, nach 6
Monaten und am Ende der Therapie, die eine mittlere Dauer von 16 Monaten betrug
(Bereich 2-29 Monate), festgehalten. Dazu sind in Tabelle 2 die einzelnen CIDP-
Patienten und die CIDP-Patienten, die mit IVIg behandelt worden sind, mit Alter,

Geschlecht, Diagnose, Therapie und Verlauf der PNP aufgelistet.
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Tabelle 2: CIDP Patienten

Thera- INCAT-
pie vor INCAT- INCAT- Verande- | Punkte
Ge- Alter Proben Dauer Punkte, Punkte rung der | am
schlec | [Jah Prasen | entnah | alle Tag der | IVig-TH Zeitpunkt | nach 6 | INCAT- Ende
Patient | ht -re] Diagnose | tation me Therapien Verlauf Diagnose | [Monat] 0 Monaten Punkte der TH
CIDP mot- MP, IVig, PE,
C1 f 45 MGUS sens MP Cyclo verschlechternd | 09.2009 - 1 4 7 8
mot-
Cc2 m 77 MADSAM | sens IVlg, Cyclo verschlechternd | NV - 1 1 1 2
CIDP / MP, Aza,
C3 m 53 MADSAM | mot MP Vig sich bessernd 04.2009 - 2 1 -1 1
MP, Aza, Herbst
C4 m 66 CIDP sens | sens MP IVIig stabil 2007 - 0 0 0 0
C5 m 50 CIDP NV NV NV nicht verfligbar | NV NV NV NV NV NV
CIDP, mot-
C6 f 33 axonal sens Vig stabil NV - 2 2 0 2
MP, Aza,
Cc7 m 57 CIDP sens MP Vig sich bessernd 2003 - 6 5 -1 5
MP, Aza, PE,
mot- IVlg, Cyclo,
C8 f 71 CIDP sens MP Ritux sich bessernd Mitte 2006 | - 7 3 -3 4
CIDP /DM | mot- Vig, PE, Frihjahr
C9 m 60 Il PNP sens Cyclo stabil 2008 - 4 4 0 4
mot-
Cc10 f 74 CIDP sens IVig stabil 12.2009 - 1 1 0 1
Cc11 m 56 CIDP NV NV NV nicht verfligbar | NV NV NV NV NV NV
CIDP
axonale mot- Vig, MP,
C12 m 46 Variante sens Aza stabil NV - 1 1 0 1
mot-
C13 m 40 CIDP sens MP MP, Aza sich bessernd NV NV 1 0 -1 0
MMN mot-
C14 m 56 MGUS sens IVig stabil NV NV 2 2 0 2
Vig, IVIg, MP, PE,
mot- MP, PE | IVig, 1x
Ct1 m 56 CIDP sens IVig Cyclo verschlechternd | 02.2008 25 4 6 4 8
mot- MP, MP, IVig,
Ct2 f 71 CIDP sens IVig Aza, MMF stabil 06.2007 29 2 2 0 2
CIDP /| mot- MP,
Ct3 m 43 LSS sens IVig MP, IVIg stabil 2002 5] 1 1 0 1
ax-demy
PNP /| mot- MP, MP, Aza,
Ct4 m 58 CIDP sens IVIg IVIg stabil 05.2006 15 2 2 0 2
MP,
Vg,
Ritux, MP, Aza,
EES IVlg, Ritux,
CIDP mot- Cyclo, PE, Cyclo,
Ct5 f 58 MGUS sens Vig IVig stabil NV 7 1 2 0 1
MP, MP, Aza,
Ct6 m 67 CIDP sens | sens IVIg Vg stabil NV 2 0 0 0 0
MP, MP, Aza, PE,
mot- PE, IVlg, Cyclo,
Ct7 f 7 CIDP sens Vig Ritux sich bessernd NV 19 7 3 -3 4
axonale
PNP /| mot-
Ct8 f 68 CIDP sens IVig IVig stabil 2003 17 1 1 0 1
Ct9 m {5 MMN mot IVig IVig stabil 2003 29 4 4 0 4
mot-
Ct10 m 68 MMN sens Vig Vig verschlechternd | 12.2008 12 5 4 2 7
PNP mot-
Ct11 m 86 MGUS sens NV NV nicht verfligbar | NV NV 1 NV NV NV
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Tabelle 3: niPNP-Patienten

Patientenschliissel Geschlecht Alter in Jahren Diagnose
N1 m 77 Axonal-demyelinisierende PNP, nicht naher charakterisiert
N2 f 57 V.a. CMT1a, noch nicht humangenetisch gesichert
N3 f 45 CMT1a (genetisch gesichert)
N4 f 27 Axonal-demyelinisierende, sensomotorische PNP, DD CMT1a
N5 f 70 Axonal-sensomotorische PNP, Z. n. MTX bei RA
N6 m 74 Axonale sensomotorische PNP, Z. n. Alkohol-Abusus
N7 m 75 Axonal-sensomotorische PNP, Morbus Parkinson
N8 f 50 Axonal-sensomotorische PNP, Z. n. Alkohol-Abusus
N9 m 73 Degenerative sensible PNP
N10 m 78 PNP bei Diabetes mellitus Typ 2
N11 m 72 PNP a. e. chemotoxisch bei Chronisch myelonischer Leukamie
Sensomotorisch axonal-demyelinisierende PNP, Immunhistochemisch keine
N12 m 67 Neuritis-Sicherung
Sensomotorisch axonal- demyelinisierende PNP, Polymyalgia rheumatica DD
N13 m 57 RA
Sensomotorische axonal-demyelinisierende PNP, Diabetes mellitus Typ 2,
N14 m 78 Morbus Alzheimer

Tabelle 4: Kontroll-Probanden

Patientenschliissel Geschlecht Alter in Jahren
K1 f 30
K2 f 31
K3 m 59
K4 f 54
K5 f 28
K6 f 26
K7 f 67
K8 m 35
K9 m 68
K10 m 30
K11 m 24

Abkiirzungen: Ax — axonal, Aza — Azathioprin, CMT1a - Hereditdre motorisch-sensorische
Neuropathie Typ 1/HMSN1 / Morbus Charcot-Marie-Tooth, Cyclo — Cyclophosphamid, demy
— demyeliniesierend, f — female / weiblich, m — masculin / ménnlich, MP - Methylprednisolon,
MADSAM - multifocal acquired demyelinating sensory and motor neuropathy / Multifokale
erworbene demyelinisierende sensorische und motorische Neuropathie /LSS - Lewis-Sumner-
Syndrom, MGUS — monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz, MMF — Mycophenoltat
Mofetil, mot — motorisch, NV - nicht verfiigbare Daten, PE — plasma exchange /
Plasmaaustausch, RA — rheumatoide Arthritis, Ritux — Rituximab, sens — sensorisch, TH —

Therapie
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4.3 Separierung von CD4* und CD8* T-Lymphozyten
Die Aufreinigung von CD4* und CD8" T-Zellen aus dem peripheren Blut erfolgte durch

immunologische negative Selektion mit Hilfe eines humanen CD4* und CD8* T-
Zellisolierungskits nach dem Protokoll des Herstellers (RosetteSep, STEMCELL
Technologies, Frankreich), (Beeton and Chandy, 2007). Zur Markierung
unerwunschter Zellen mit Antikbrperkomplexen und magnetischen Partikeln wurden
50ul des humanen CD4* und CD8* T-Zellisolierungskits pro ml Blut vermischt. Fur
CD4* T-Zellen wurden 3ml und fur CD8* T-Zellen 6ml des frischen Blutes verwendet.
Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde das T-Zell-
Gemisch mit gleichem Volumen 2%FCS/PBS (Lonza, Verviers, Belgien) aufgefiillt und
auf einen Ficoll-Gradienten (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden)
geschichtet, wobei 4ml Ficoll fur CD4* und 15ml Ficoll fur CD8* T-Zellen vorlegt
wurden.

Nach Zentrifugation (20 min, 2100 rpm, ohne Bremse, bei Raumtemperatur) wurde die
entstandene Interphase mit einer Plastikpipette abgenommen und mit 2%FCS/PBS
gewaschen.

Nach erneuter Zentrifugation (10min, 1400 rpm, 4°C) wurde die Flussigkeit oberhalb
der Zellpellets abgesaugt und mit reinem PBS (Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) gewaschen (10min, 1400 rpm, 4°C).

Nachdem die Flussigkeit Uber dem Zellpellet abgesaugt worden war, wurde das
Zellpellet zur RNA Praparation mit 700ul Trizol (Invitrogen, Mannheim, Deutschland)
resuspendiert, gut gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlielend wurde die T-Lymphozyten RNA bei -20°C eingefroren.

4.4 Gewinnung von RNA aus T-Lymphozyten

Beim Arbeiten mit RNA musste darauf geachtet werden, eine Degradierung der RNA
durch exogene RNasen (Ribonukleasen) zu verhindern. Da RNasen nicht wie DNasen
durch Autoklavieren inaktiviert werden konnen, wurden alle mit RNA verwendeten
Lésungen zur Eliminierung der RNasen mit 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC,
PanReac AppliChem, Darmstadt, Deutschland) behandelt. Anschlielend wurden die
Losungen autoklaviert, da so DEPC zersetzt wurde. Hitzeinstabile Losungen wurden
mit DEPC-behandeltem Aqua dest. angesetzt. Es wurden nur sterile, fur die Arbeit mit

RNA ausgezeichnete Plastikgefalle und sterile Plastikpipetten sowie gestopfte
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Pipettenspitzen verwendet. Es wurde, ebenso wie beim Umgang mit DNA, nur mit
Handschuhen gearbeitet.

Die Gesamt-RNA wurde unter Verwendung eines Trizol-Reagenz gemaly den
Anweisungen des Herstellers gewonnen und quantifiziert (Nanodrop 2000, Thermo
Scientific, NanoDrop products, Wilmington, USA).

Im Detail wurde fir die RNA-Gewinnung die in Trizol gemischten T-Zellen mit 180ul
Chloroform 50mal invertiert, 10 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und 15
Minuten bei 6°C und 12000rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde die obere Phase
abgenommen und mit 1pl Glycogen, als Tragersubstanz fir die RNA, vermischt. Als
nachstes wurden 500ul Isopropanol zum Fallen der RNA hinzugegeben. Nach
sorgfaltigem Mixen und 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur, wurde 10 Minuten
lang bei 4°C und 12000rpm zentrifugiert. Nach Abkippen der oberen Flissigkeit wurde
1ml 70%iges in DEPC-H20 verdinntes Ethanol zum Reinigen der RNA dazugegeben.
Nach 15-minutiger Zentrifugation bei 4°C und 12000rpm wurde die Restflussigkeit
abgenommen, so dass ein RNA-Pellet zurtckblieb. Dieses RNA-Pellet wurde in 10l
DEPC-Wasser geldst, fur 10 Minuten zum Lésen der RNA auf 56°C erwarmt und dann
bei -20°C eingefroren. Der RNA-Gehalt dieser Probe wurde Uber optische

Dichtebestimmung im NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, USA) gemessen.

4.5 Photometrische Konzentrations- und

Reinheitsbestimmung

Die Kalibrierung erfolgte gegen DEPC-Wasser. Zur Berechnung der Konzentration
wurde, unter Berlcksichtigung des Verdunnungsfaktors, folgende Beziehung
verwendet:

1,0 A260 = 37 ug ssNS/ml

Zur Uberpriifung der Reinheit von RNA-Lésungen wurde das Verhéltnis der

Absorptionswerte bei 260 und 280 nm bestimmt. Reine Praparationen sollten Azeo/Azso

Werten zwischen 1,7 und 2,1 besitzen. Kontaminationen mit Proteinen fuhren zu
deutlich  geringeren Werten. Diese photometrische Konzentrations- und

Reinheitsbestimmung wurde im NanoDrop durchgefihrt.
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4.6 Reverse Transkription
Die Synthese der cDNA erfolgte unter Verwendung von 1ug Gesamt-RNA mit einer M-

MLV reversen Transkriptase und einem Oligo-dT-Primer (beides Invitrogen) gemaf
dem Herstellerprotokoll.
Nach der RNA-Messung durch den NanoDrop wurde der Gesamt-RNA-Gehalt
ermittelt. Dieser sollte zwischen 0,2-1ug (bestenfalls zwischen 0,8-1ug) liegen. Die
RNA wurde mit DEPC-Wasser zur RNasen-Inaktivierung zu einem Gesamtvolumen
von 10,5ul aufgeflllt. Zu diesem Gemisch wurde 1ul Oligo(dT)12-18 Primer (0,5ug/ul)
beigemengt und 10 Minuten auf 70°C erwarmt, so dass der Primer sich hier an die
RNA anlagern konnte, d. h. dieser Primer am 5 Ende phosphoryliert. Zum Abkuhlen
wurde das Gemisch sofort auf Eis gestellt.
Im Anschluss wurde ein Mastermix (8,5 pl) aus:

- 0,2uM/ul DTT (Dithiothreitol)

- bx Puffer [250mM Tris-HCI (pH 8.3 bei Raumtemperatur), 375mM KCI, 15mM

MgClz] nach den Herstellerangaben von Invitrogen

- 0,01pMol/ul dNTP Mix

- 40Einheiten/ul RNaseOUT™ rekombinanter Ribonuklease Hemmer

- 200Einheiten/yl  M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) reverse

Transkriptase

zu einem Gesamtvolumen von 20yl hinzugeflugt (siehe die Herstellerangaben von
Invitrogen fur den Oligo(dT)12-18 Primer).
Dieses 20ul ,RNA-Oligo-dT-Primer-Mastermix-Gemisch“ wurde nun 1 Stunde bei
37°C, 5 Minuten bei 95°C inkubiert und anschliellend auf 4°C abgekulhlt, so dass die
RNA in diesem Prozess mit Hilfe der MMLV reversen Transkriptase in eine cDNA
umgeschrieben werden konnte.
Das jetzt entstandene cDNA-Gemisch wurde mit 80ul DEPC-Wasser zu 100yl

Gesamtvolumen aufgefllt.

4.6.1 Amplifikation der CDR3-Region des TCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vervielfaltigung bestimmter Gen-
Abschnitte. An diese Gen-Abschnitte lagern sich nach Auftrennung beider DNA-

Strange durch Denaturierung (Erhitzung auf Uber 90°C) Primer an (Annealing

29



genannt). Als Elongation wird eine Verlangerung der DNA von den Primern ausgehend
durch die DNA-Polymerase durch Einbau der komplementaren N-Nucleotide genannt.
Zur Vervielfachung der spezifischen CDR3-Region des TCRs wurde folgender
Mastermix (25ul) nach Herstellerangaben (Taq DNA Polymerase, dNTPack von Roche
Diagnostics Deutschland GmbH Roche Applied Science, Mannheim) angefertigt,
wobei insgesamt jeweils fir CD4* und CD8* TCR 26 VB-Primer a 2,5ul (VB1 bis VB26)
(Invitrogen) hinzugefugt wurden:

- 16,75ul DEPC-H20

- 10x Puffer mit MgCl2 konzentriert

- 0,5uMol/ul dNTP's

- 1,25ul CB-Primer

- 2,5ul VB-Primer

- 0,25pl Tag-DNA-Polymerase (5 Einheiten/pl)

- 2,5ul cDNA
Bei dieser PCR wurde die cDNA zunachst 5 Minuten lang auf 94°C erhitzt, damit sich
beide DNA-Einzelstrange an den Wasserstoffbriickenbindungen trennen konnten, d.
h. denaturierten. Danach wurden 40mal folgende drei Schritte durchlaufen:
1 Minute bei 94°C Denaturierung (Trennung der beiden DNA-Strange)
1 Minute bei 60°C Annealing (Anlagerung der spezifischen Primer an den spezifischen,
zu verlangernden DNA-Abschnitt)
4 Minuten bei 72°C Elongation (Verlangerung und Amplifikation des entsprechenden
DNA-Abschnitts durch Einfugen von dNTPs vom 5°- zum 3’-Ende mit Hilfe der DNA-
Polymerase, wodurch ein neuer Einzelstrang gebildet wurde.)
Am Ende wurde noch einmal fur 10 Minuten bei 72°C elongiert und anschlieRend auf
4°C abgekuhlt.

Abbildung 5: Gen-Segment fiir die B-Kette des TCR

In dieser Abbildung ist das Gen-Segment fiir die 3-Kette des TCR mit den jeweiligen V-, JGB-
und CB-Gen-Segmenten und der CDR3-Region, die wéhrend der PCR amplifiziert werden soll,
dargestellt (modifiziert nach C Pannetier et al., 1995, Copyright © 2018 mit Genehmigung von

Elsevier, hier: wegen Copyrights © unkenntlich gemacht).
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4.6.2 CDR3-Spectratyping

Das CDR3 Spectratyping ist eine Methode zur Charakterisierung der TCR-Variabilitat.
Zur Darstellung der CDR3-Region der TCRB-Ketten wird diese amplifiziert und die
auftretenden Langen der Vervielfaltigungen analysiert. Hierzu bedarf es spezieller,
spezifischer Primer. Es gibt 24 VB-Genabschnitte beim Menschen, wobei mittlerweile
unterschiedliche Versionen bekannt sind, so dass zur Amplifikation dieses
Genabschnittes 26 spezifische Vorwarts-Primer verwendet wurden, wodurch das
gesamte Repertoire an TCR betrachtet werden konnte (C Pannetier et al., 1995b;
Schwab et al., 2009). Daraus ergibt sich, dass fur die Genabschnitte V5 und V(13
jeweils 2 Primer (VB5,1, VB5,2 und VB13,1, VB13,2) verwendet wurden, da es sich
hierbei um unterschiedliche Varianten mit unterschiedlichen Genabschnitten handelt.
Als Ruckwarts-Primer wurde nur ein CB-Primer, dessen Sequenz in der C3-Region
liegt, eingesetzt. Dieser CB-Primer (Invitrogen) wurde am 5-Ende mit Cyanin 5
fluoreszenzmarkiert, um die PCR-Produkte zu detektieren.

FUr diese Methode wurde 1ul des PCR-Produktes in einen Mastermix aus 18yl
Formamid (Hi-Di™ Formamide, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) und 0,25l
400HD-ROX (Applied Biosystems, USA) GroRRenstandart pipettiert. Der 400HD ROX
ist ein ROXTM-Fluorophor-markierter Standard fur eine reproduzierbare
Fragmentanalyse. Der Standard enthalt 21 ROXTM-farbstoffmarkierte DNA-
Fragmente fur die GroRenbestimmung von DNA-Fragmenten im Bereich von 50-400
Nukleotiden und liefert 21 markierte Fragmente, woraus eine Grélenkurve resultiert
(Thermofisher, Deutschland). Im weiteren Schritt wurden die DNA-Strange 5 Minuten
durch Erhitzung auf 96°C denaturiert und im automatischen Sequenziergerat tber eine
POP4 Matrix gelelektrophoretisch mit einer Elektrophoresespannung von 100V bis
15kV der Grolie nach im ABI310 (Automatisches Sequenziergerat, ,ABI PRISM® 310
Genetic”, Applied Biosystem) in 10 bis max. ca. 1.000 Basenpaaren aufgetrennt. Die
Detektion erfolgte Uber Cyanin 5, der GroRenstandard ist ROX markiert. Die
kontinuierliche Detektion der Fluoreszenzfarbstoff-markierten Fragmente erfolgte
durch Anregung der Farbstoffe Uber einen fokussierten Argon Laser und die
Auswertung der Emission nach spektraler Aufspaltung an einem Beugungsgitter im
Emissionsbereich von 520 bis 700nm uber eine hochauflosende CCD-Kamera

(Advanced Biolab Service, Munchen).
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4.7 Auswertungsstrategien

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Peak Scanner von Applied
Biosytems. Mit diesem Programm ist es moglich, die unterschiedlichen Basen-Langen
der 26 verschiedenen PCR-Produkte aller 24 V3-Elemente auf der Abszisse graphisch
darzustellen. Die Ordinate gibt die Leuchtintensitat, die durch die CCD-Kamera
aufgenommen wurde, wieder, was somit ein Korrelat zur PCR-Produkt-Menge ist.

Bei gesunden Menschen ohne bekannte Infektionen bzw. Erkrankungen oder
beispielsweise gesunden Neugeborenen, Sauglingen und Kindern folgt diese
Variabilitdét an VB-CDR3-Langen auf der Abszisse im Zusammenhang mit der PCR-
Produkt-Menge bzw. der gemessenen Basen-/TCR-Menge auf der Ordinate einer
Gauld’'schen Normalverteilung, d. h. hier gibt es keine Verschiebungen in den
Basenlangen (Bonarius et al., 2006; Kou et al., 2000; Monteiro et al., 1996). Durch den
zufalligen Einbau von jeweils drei N-Nukleoiden zwischen den Gensegmenten V, J und
D des umgelagerten TCRB-Gens kann die VB-CDR3-Region in ihrer Basenlange stark
variieren (Bonati et al., 1992; Cabaniols et al., 2001; Gilfillan et al., 1995), so dass es
zur Generierung verschieden langer TCRs kommt, die zu dieser Gauld’schen
Normalverteilung fluhren. Diese Normalverteilung spiegelt daher die Vielfalt an
verschiedenen T-Zellen mit ihren individuellen T-Zell-Rezeptorlangen ohne bekannte
aktive T-Zell-lmmunabwehr (C Pannetier et al., 1995) dar. Im Rahmen einer T-Zell-
Immunabwehr kommt es durch bestimmte Antigene zur T-Zell-Aktivierung und zur
klonalen TCR-Expansion, bei der nur eine bestimmte TCR-Lange passend zu dem
entsprechenden Antigen exprimiert wird, so dass Abweichungen von der
Normalverteilung im TCR-Repertoire entstehen. Diese Abweichungen kénnen zum
einen durch eine extreme PCR-Produktmengenzunahme, d.h. durch einen sehr hohen
Peak auf der Ordinate und zum anderen durch eine veranderte Basenlange auf der

Abszisse zu erkennen sein (Abbildung 6).
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Abbildung 6: V3 (a) und VB8.2-Profil (b)
In beiden Abbildungen folgt das V3 (a) und das V8.2-Profil (b) der Kontrolle einer Gaul’ ‘sche

Normalverteilung, so dass anhand dieser das Profil nach der Immunisierung verglichen

werden kann (modifiziert nach C. Pannetier et al., 1995, Copyright © 2018 mit Genehmigung

von Elsevier, hier: wegen Copyrights © unkenntlich gemacht).

a Das V;3-Profil hat sich an Position 9 auf der Abszisse auf der die Ldnge der CDR3-Region
in Aminoséuren angegeben ist, nach der Immunisierung verédndert. Auf der Ordinate sind im
Vergleich zur Kontrolle eine deutliche GréBenzunahme dieses Peaks und eine gleichzeitige
Abnahme der benachbarten Peaks zu erkennen. Das bedeutet, dass mehr PCR-Produkt im
Bereich dieser CDR3-Lédnge und weniger PCR-Produkt in den benachbarten CDR3-
Basenlédngen entstanden ist. Daraus ist zu schlieBen, dass eine klonale T-Zell-Expansion
stattgefunden hat, bei der durch eine T-Zell-Aktivierung mit Hilfe eines Antigens — hier durch
die Immunisierung - eine bestimmte T-Zell-Effektorzelle, die den passenden TCR fiir dieses
Antigen hat, schnell und in groBer Anzahl vermehrt worden ist. Diese Graphik wird daher als
monoklonale TCR-Expansion eingestuft, da fast ausschlie3lich dieser eine Peak detektierbar

ist und keine Normalverteilung mehr besteht.
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b Das V;8.2-Profil hat sich an Position 8 auf der Abszisse nach der Immunisierung veréndert.
Auf der Ordinate ist im Vergleich zur Kontrolle eine deutliche Gré3enzunahme dieses einen
Peaks ohne Verdnderung der benachbarten Peaks zu erkennen. Das bedeutet, dass auch hier
mehr PCR-Produkt entstanden ist, hier jedoch bei gleichbleibender PCR-Produkt-Menge der
TCRs mit anderen Basenléngen (benachbarte Peaks). Die Schlussfolgerung ist, dass hier nur
eine leichte klonale T-Zell-Expansion stattgefunden hat. Diese Graphik wird als verschoben

eingestuft und weicht nur leicht von der Normalverteilung ab.

4.8 Analyse der Spectratyping Daten

Das hier vorgestellte Bewertungssystem sollte den relativ komplexen Datensatz, der
beim CDR3-Spectratyping entstand, klassifizieren und damit Normalverteilungen (C
Pannetier et al., 1995) von leichten und grof3en Abweichungen differenzieren helfen.
Es wird im Folgenden erklart und in Abbildung 7 durch reprasentative Spectratyping-
Profile veranschaulicht. Nimmt eine T-Zelle mit einer bestimmten TCR Lange durch
klonale Expansion nach Antigenerkennung zu, resultiert das in einem hoheren Anteil
dieser TCR-Lange innerhalb eines bestimmten VB-Elements. Die dadurch
resultierende Zunahme des PCR-Produkts des TCR dieser Lange bedingt eine
Zunahme der Fluoreszenz bei PCR-Produkten dieser Lange und damit eine
Abweichung von der zu erwartenden Normalverteilung. Die Langenverteilung der
einzelnen VB-Elemente des TCR-Repertoires in der CDR3-Region wurden in vier
Verteilungs-Varianten graphisch dargestellt: 1. normal (n); 2. verschoben (s); 3.
verzerrt (w) und 4. monoklonal (m) oder biklonal (b).

Als normal wurde eine Verteilung einzelner V3-Elemente im TCR-Repertoire bewertet,
wenn sie einer Gauld’'schen Normalverteilung folgte. Die Normalverteilung ist
hauptsachlich bei gesunden Individuen zu erwarten (J Even et al., 1995; C Pannetier
etal., 1995; Puisieux et al., 1994). Eine Verteilung der TCR-Langen, bei der alle CDR3-
Basenlangen detektierbar waren, einzelne aber geringfugig von der Normalverteilung
abwichen, wurde als verschoben bewertet. Eine TCR-Langenverteilung wurde als
verzerrt bewertet, wenn durch die deutliche Zunahme anderer TCR-Langen des
gleichen VB-Elementes manche Langen nicht mehr detektierbar waren. Eine extreme
Verzerrung der Normalverteilung, bei der nur eine (monoklonal) oder zwei (biklonal)
Langen detektierbar waren, wurde als oligoklonal eingestuft.

Zur besseren Veranschaulichung haben wir die vom Peak Scanner Programm

erstellten Graphiken (Peaks) in einem Power Point Programm zusammengestellt.
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Danach erfolgte die Einstufung in normale, verschobene, verzerrte oder klonale
Verteilungen. Diese Daten flhrten wir in Exceltabellen auf und zahlten die Anzahl der
jeweiligen Verteilungen zum einen pro Proband und zum anderen pro VB-Element.
Diese Daten rechneten wir prozentual um und stellten sie graphisch mittels dem
Statistikprogramm GraphPad Prism 5 dar. Wie oben bereits beschrieben worden ist,
haben wir die Probanden bis auf zwei Patienten (C4/Ct6 und C8/Ct8) nicht im Verlauf
beobachtet, so dass wir direkte Vergleiche nur zwischen dem CD4* und CD8* TCR-
Repertoire der jeweiligen Probanden bzw. VB-Elementen duchfihren konnten. Die
jeweiligen Kohorten (CIDP, CIDP IVlg, niPNP und KP) haben wir rein deskriptiv

verglichen.

190 200 190 200 190 200 190 200

1. normal (n) 2. verschoben (s) 3. verzerrt (w) 4. kloniert (m/b)
Abbildung 7: Spectratyping-Profile mit den Verdnderungen von der Normalverteilung
(modifiziert nach Mausberg et al., 2013, Copyright © 2018 mit Genehmigung vom
Wolters Kluwer Permissions Team)

1. Dieses Profil stellt die Gaulz'sche Normalverteilung (normal, n) des TCR-Repertoires
anhand der Variabilitdt an VB-CDR3-Basen-Ldngen dar. Der héchste Peak befindet
sich in der Mitte. Jeweils links und rechts dieses Peaks befinden sich drei weitere
deutlich detektierbare Peaks, die parallel zueinander in ihrer H6he abnehmen.
Insgesamt handelt es sich um 7 deutlich detektierbare Peaks, die zusammen eine
sglockenférmige“ Gaul3’'sche Normalverteilung darstellen, anhand der die
Abweichungen 2. bis 4. verglichen und eingestuft wurden.

2. In diesem Profil sind alle 7 Peaks detektierbar. Allerdings weichen einzelne Peaks v.
a. in ihrer Héhe, d.h. in ihrer PCR-Produkt-Menge, von der Normalverteilung (1.) ab,
so dass diese TCR-Repertoire-Verteilung nicht normal, sondern verschoben (s) ist.

3. In diesem Profil sind nicht alle 7 Peaks deutlich zu detektierenden. Da einzelne Peaks
fehlen, besteht eine starke Abweichung zur Normalverteilung. Die TCR-Repertoire-
Verteilung ist verzerrt (w). Hier ist nicht nur das PCR-Produkt einzelner CDR3-
Basenlédngen verdndert, sondern es treten sogar neue PCR-Produkte mit anderern
CDR3-Léngen auf.

4. In diesem Profil ist die Zunahme des PCR Produktes einer Lénge so deutlich, dass die
anderen Peaks unter die Nachweisgrenze fallen und nur noch ein (wie hier abgebildet,
monoklonal, m) oder 2 Peaks (biklonal, b) detektierbar sind.
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4.9 Statistische Analyse
4.9.1 T-Test

Der T-Test dient als parametrisches, statistisches Verfahren der Signifikanzprufung
von  Mittelwertunterschieden  bei Normalverteilungen. Ein  signifikanter
Mittelwertsunterschied liegt dann vor, wenn der p-Wert als Wahrscheinlichkeitswert p
< 0,05 ist, ein hoch signifikanter Mittelwertsunterschied ist ab p < 0,01 und ein hdchst
signifikanter Unterschied beginnt bei p < 0,001. Getestet wurde hier im
Konfidenzintervall (KI) von 95% (Ebner, C., 1985), d. h. dass der wahre Wert in
mindestens 95% der berechneten Konfidenzintervalle auf der Grundlage aller
gemessenen Daten liegt (Dorey, 2010).

In dieser Arbeit wurde der T-Test fur zwei unabhangige Stichproben mittels GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA) angewandt. Es wurde der
Mittelwertunterschied zwischen den CIDP-Patienten als erste Stichprobe und den mit
IVIg therapierten CIDP-Patienten, sowie den beiden Kontrollen (niPNP, KP) als jeweils
zweite Stichprobe zum einen ermittelt. Zum anderen wurde der Mittelwertunterschied
zwischen den mit IVIlg therapierten CIDP-Patienten und den Kontrollen (Kontroll-
Probanden und niPNP) errechnet, um den Einfluss von IVIlg auf das TCR-Repertoire

untersuchen zu konnen (Vgl. Tabelle 5, Ergebnisse).
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5. Ergebnisse
5.1 Spectratyping der Patientenkohorten

Wir verglichen die T-Zellpopulationen aus dem Blut unbehandelter Patienten mit CIDP
(CIDP, C1-C14), IVIg behandelter Patienten mit CIDP (CIDP IVIg, Ct1-Ct11) und als
Kontrollen Patienten mit nicht-inflammatorischer Polyneuropathie (niPNP, N1-N14)
sowie Kontroll-Probanden (KP, K1-K11) (Vgl. Tabelle 2, sowie Abbildung 8 und 9).

5.1.1 Spectratyping Profile der CD4"* Population
In der CD4*-Population war die Mehrzahl der VB3-Elemente in allen vier Kohorten
normal verteilt. Oligoklonale Expansionen waren fast nicht nachweisbar. Verzerrte V3-
Elemente waren in der CIDP-Gruppe und bei den mit IVIg behandelten Patienten mit
CIDP nachweisbar, aber nicht bei den Kontroll-Gruppen (niPNP, KP). Verschobene
Repertoires kamen haufiger bei Patienten mit CIDP als bei den IVIg-behandelten
CIDP-Patienten vor.
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Abbildung 8: Prozentuale VB-Element-Verteilung der CD4* T-Zellen aller Probanden
Basierend auf dem in Abbildung 7 eingefiihrten Bewertungssystems wurde die klonale
Expansion in der CD4"-Population von Patienten mit chronisch-entziindlicher,

demyelinisierender Polyneuropathie (CIDP), mit intravenésem Immunglobulin behandelte
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CIDP-Patienten (CIDP 1VIg), Patienten mit nicht—inflammatorischer Polyneuropathie (niPNP)
und Kontroll-Probanden (KP) untersucht. Es wurden pro Proband 24 V(3-Elemente analysiert,
der Grad der Abweichungen bestimmt und der Mittelwert fiir jede Kohorte berechnet.

oligoklonal: schwarz (m/b), verzerrt: dunkelgrau (w); verschoben: grau (s); normal: weil3 (n)

Bei den Kontroll-Probanden war der Anteil der VB-Elemente, die normal verteilt waren,
zwar am groften, jedoch waren auch hier verschobene Elemente zu detektieren (KP:
normal 77 + 6; verschoben 22 + 3 [%]).

Im Vergleich dazu war bei den Patienten, die an einer nicht-inflammatorischen
Polyneuropathie erkrankt waren, eine geringflugig starkere Abweichung von der
Normalverteilung zu detektieren (niPNP: normal 72 + 1; verschoben 26 + 1; verzerrt 1
+ 1; oligoklonal 1 + 1 [%]). Die grof3ten Abweichungen traten bei den CIDP Patienten
ohne IVIg-Therapie im Vergleich zu den restlichen Probanden auf, so dass das CD4~*
TCR-Repertoire hier wesentlich haufiger verschoben, verzerrt und kloniert und somit
stark abgewichen war (CIDP: normal 61 £ 11; verschoben 31 + 6; verzerrt 6 + 4;
oligoklonal 2 + 1 [%]). Bemerkenswert war in diesem Zusammenhang, dass das CD4*
TCR-Repertoire der mit 1VIg therapierten CIDP-Patienten bis auf einige verzerrte und
oligoklonale Abweichungen dem Spectratyping-Profil der Kontroll-Probanden sehr
ahnlich war (CIDP IVIg: normal 75 £ 4; verschoben 21 + 4; verzerrt 2 + 0; oligoklonal
110 [%]).

Die jeweiligen prozentualen Verteilungen der VB-Elemente (n, s, w, m/b) wiesen bei
allen vier Kohorten die gleiche Rangfolge in ihrer Haufigkeit auf (Gesamt CD4*: normal

71 £ 6; verschoben 25 + 4; verzerrt 2 £ 2; oligoklonal 1 £ 1 [%)]).

5.1.2 Spectratyping Profile der CD8* Population
In der CD8*-Population war die Mehrzahl der VB3-Elemente in allen vier untersuchten
Kohorten verschoben. Verzerrte und oligoklonale Expansionen waren in allen vier
Kohorten nachweisbar, jedoch am starksten bei den CIDP-Patienten. Verschobene

und normal verteilte Repertoires kamen haufiger bei den Kontrollen vor.

38



CcD8*

.-_-m/b
B w

]

[ ]

100

N
(3)]
w

% der VR-Elemente
N (8]
(3] (=)

CIDP  CIDP IVIg niPNP KP

Abbildung 9: Die prozentuale V3-Element-Verteilung der CD8* T-Zellen aller Probanden
Basierend auf dem in Abbildung 5 eingefiihrten Bewertungssystems wurde die klonale
Expansion in der CD8"-Population von Patienten mit chronisch inflammatorisch
demyelinisierender Polyneuropathie (CIDP), mit intravenésem Immunglobulin behandelte
CIDP-Patienten (CIDP 1VIg), Patienten mit nicht—inflammatorischer Polyneuropathie (niPNP)
und Kontroll-Probanden (KP) untersucht. Es wurden pro Proband 24 VB-Elemente analysiert,
der Grad der Abweichungen bestimmt und der Mittelwert fiir jede Kohorte berechnet.

oligoklonal: schwarz (m/b), verzerrt: dunkelgrau (w); verschoben: grau (s); normale: weil3 (n)

Oligoklonale, verzerrte und verschobene Repertoires waren haufiger bei Patienten mit
CIDP (CIDP: normal 18 + 13; verschoben 39 + 5; verzerrt 28 + 10; oligoklonal 15 £ 8
[%]) als in den Kontrollen.

Mit IVlg behandelte CIDP-Patienten zeigten niedrige Frequenzen oligoklonaler und
verzerrter VB-Elemente, jedoch mit einer entsprechend erhéhten Haufigkeit an normal
und verschoben verteilten VB3-Elementen (CIDP IVIg: normal 28 + 3; verschoben 39 +
5; verzerrt 24 £ 6; oligoklonal 9 * 2 [%]).

Im Vergleich zu den CD4* T-Zellen konnten bei den CD8* T-Zellen am haufigsten
verschobene, statt normale Verteilungen detektiert werden, so dass eine eindeutige
absteigende Rangfolge der prozentualen Verteilungen der VB-Elemente, hier bei den
CD8* T-Zellen nicht vorlag. Verzerrte und klonierte Verteilungen, die bei den CD4* T-
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Zellen nur selten vorkamen, traten bei den CD8* T-Zellen deutlich haufiger auf
(Gesamt CD8*: normal 31 £ 9; verschoben 44 * 5; verzerrt 18 * 8; oligoklonal 7 + 6
[%]).

Interessanterweise war die Verteilung des CD8" TCR-Repertoires bei den Patienten,
die an einer nicht-inflammatorischen Polyneuropathie erkrankt waren (niPNP: normal
38 t 6; verschoben 47 * 3; verzerrt 14 + 4; oligoklonal 2 + 5 [%]) und den Kontroll-
Probanden (KP: normal 41 £ 10; verschoben 50 £ 6; verzerrt 7 £ 11; oligoklonal 2 £ 5
[%]), sehr ahnlich verteilt. Bei den Kontroll-Probanden traten eindeutig am wenigsten

Abweichungen auf.

5.2 Statisische Analyse

Im Folgenden wurden die Mittelwertunterschiede zwischen den CIDP-Patienten und
den mit IVIg therapierten CIDP-Patienten, sowie den beiden Kontrollen (niPNP, KP)
mittels T-Test errechnet und in einer Tabelle dargestellt, wobei signifikante

Unterschiede grau hervorgehoben wurden (Tabelle 5).

Tabelle 5: T-Test-Analyse der CD4* und CD8* T-Zell-Population

T-Test - CD4”~ T-Test - CD8”
CIDP vs CIDP IVIg normal verschoben verzerrt mono-/biklonal{normal verschoben verzerrt mono-/biklonal
p-Wert 0,008 0,0248 0,0712 0,7974 0,0744 0,9891 0.6109 0,2322
CIDP vs niPNP
p-Wert 0,0981 0,3017 0,0119 0,6864 0.0168 0,0745 0,0245 0,0135

CIDP vs KP

p-Wert 0,0015 0,0217 0,0043 0,2554 0,0316 0.0516 0.0015 0.,0308
CIDP IVIg vs niPNP
p-Wert 0,4819 0,3265 0,4455 0,9022 0,3875 0,069 0,1174 0,0221
CIDP IVIg vs KP
p-Wert 0,813 0,7737 0,05594 0,3405 0,3453 0,0569 0.0123 0,0455

5.2.1 CD4" T-Zell-Population

Bei den Normal- und verschobenen Verteilungen der CD4* T-Zell-Population konnten
zwischen den CIDP-Patienten und den mit IVIg therapierten CIDP-Patienten, sowie
den Kontroll-Probanden signifikante Unterschiede der Mittelwerte errechnet werden.
So war der Unterschied bei den Normalverteilungen zwischen den CIDP und CIDP mit
IVIg Patienten mit p=0,0080 und zwischen den CIDP und Kontroll-Probanden mit
p=0,0015 signifikant (p < 0,05) (Tabelle 5, graue Hervorhebung links). Bei den
verschobenen Verteilungen waren die Mittelwertunterschiede zwischen den CIDP und
CIDP mit IVIg Patienten mit p=0,0248 und zwischen den CIDP und Kontroll-Probanden
mit p=0,0217 ebenfalls signifikant (p < 0,05) (Tabelle 5, graue Hervorhebung links).
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Bei den verzerrten Verteilungen der CD4* T-Zell-Population konnten zwischen den
CIDP-Patienten und den niPNP-Patienten p=0,0119, sowie den Kontroll-Probanden
p=0,0043 auch signifikante Mittelwertunterschiede ermittelt werden (p < 0,05) (Tabelle
5, graue Hervorhebung links).

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den CIDP-Patienten und den
Vergleichsgruppen (CIDP [VIlg, niPNP, KP) gab es zwischen den klonalen
Verteilungen im CD4* TCR-Repertoire. AuRerdem gab es im gesamten CD4* TCR-
Repertoire keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit IVIg therapierten CIDP-
Patienten und den niPNP und Kontroll-Probanden (Tabelle 5 ohne Hervorhebung
links).

5.2.2 CD8" T-Zell-Population

Bei den Normalverteilungen im CD8" TCR-Repertoire konnten zwischen den CIDP-
Patienten und den niPNP-Patienten p=0,0168, sowie den Kontroll-Probanden
p=0,0316 signifikante (p < 0,05) Mittelwertunterschiede ermittelt werden (Tabelle 5,
graue Hervorhebung rechts).

Bei den verzerrten und klonierten Verteilungen waren die Mittelwertunterschiede
zwischen den CIDP und den niPNP-Patienten mit p=0,0245 (verzerrt) und p=0,0135
(oligoklonal), sowie den Kontroll-Probanden mit p=0,0015 (verzerrt) und p=0,0308
(oligoklonal) ebenfalls signifikant (p < 0,05) (Tabelle 5, graue Hervorhebung).
Signifikant (p < 0,05) waren auch die Unterschiede zwischen den mit IVIg therapierten
CIDP-Patienten und den niPNP bei den verzerrten Verteilungen p=0,0221, sowie den
Kontroll-Patienten bei den verzerrten p=0,0123 und den oligoklonalen p=0,0455
Verteilungen (Tabelle 5, graue Hervorhebung).

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den CIDP-Patienten und den
Vergleichsgruppen (CIDP IVIg, niPNP, KP) gab es bei den verschobenen Verteilungen
im CD8" TCR-Repertoire (Tabelle 5, ohne Hervorhebung).

5.3 Vergleich der einzelnen VB-Elemente

Zur Darstellung der Abweichungen im TCR-Repertoire im Detail wurden die
Spectratyping Profile jedes einzelnen VB-Elementes aller vier Kohorten erstellt

(Abbildung 10 und 11). Durch diese Abbildungen gelang ein Vergleich zwischen den
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Verteilungen jedes einzelnen V3-Elementes. Dabei fiel auf, dass diese Verteilungen

fur jedes VB-Element individuell unterschiedlich waren.
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Abbildung 10: Prozentuale Verteilung von VB1 bis VB24 innerhalb der CD4* Population
Die unterschiedlichen Verschiebungen wurden in den 4 Kohorten in den einzelnen V[3-
Elementen analysiert. Angegeben sind die prozentualen Anteile innerhalb der 4 Kohorten
(CIDP, CIDP IVIg, niPNP, KP).

oligoklonal: schwarz (m/b), verzerrt: dunkelgrau (w); verschoben: grau (s); normal: weil3 (n)
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Abbildung 11: Prozentuale Verteilung von VB1 bis VB24 innerhalb der CD8* Population
Die unterschiedlichen Verschiebungen wurden in den 4 Kohorten in den einzelnen V[3-
Elementen analysiert. Angegeben sind die prozentualen Anteile innerhalb der 4 Kohorten
(CIDP, CIDP IVIg, niPNP, KP).

oligoklonal: schwarz (m/b), verzerrt: dunkelgrau (w); verschoben: grau (s); normal: weil3 (n)
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5.3.1 Spectratyping Profile der einzelnen VB-Elemente der CD4*-

Population
Im Folgenden wurde untersucht, ob es moglicherweise nur ein bestimmtes Vp-Element
oder mehrere VB-Elemente gibt, die besonders haufig starke Abweichungen im CD4~*
TCR-Repertoire aufweisen konnten. In der CDR3-Region des TCRs binden Antigene
spezifisch im Bereich eines VB-Elementes. Wurden im Bereich eines V[3-Elementes
starke Abweichungen im Repertoire auftreten, konnten Erkenntnisse Uber Antigene
gewonnen werden, die spezifisch in dieser Region binden (Abbildung 10).
In unseren Untersuchungen fand sich kein einzelnes VB-Element, das durch
besonders haufige und deutliche Abweichungen hervorzuheben war. Vielmehr zeigte
sich eine Reihe von VB-Elementen, die haufiger starke Abweichungen aufwiesen.
Es konnten sechs VB-Elemente detektiert werden, die nur geringfligige Abweichungen
zeigten, dies waren: V@1, VB4, VB5,1, VB5,2, VB13,1 und VB22. Unter diesen V(-
Elementen ist VB5,2 hervorzuheben, da es hier fast ausschlielllich normale und nur
sehr wenige verschobene Verteilungen gab.
Auffallig war, dass besonders in der CIDP-Gruppe sehr starke Abweichungen von der
Normalverteilung detektiert wurden, namlich bei 6 von 26 V3-Elementen oligoklonale
(VB2, VB3, VB8, VB9, VB13,2 und VB14) und bei 12 von 26 VB-Elementen verzerrte
(VB3, VB6, VB8, V10, VB11, VB12, VB13,2, VB15, VB17, VB19, VB20 und VB21)
Abweichungen im TCR-Repertoire.
Dahingegen konnten deutlich weniger Abweichungen im TCR-Repertoire der CIDP-
Patienten, die mit IVlg behandelt worden waren, erfasst werden. Es kamen bei 4 von
26 VB-Elementen oligoklonale (VB12, V13,2, V17 und VB21) und in 9 von 26 VB-
Elementen verzerrte (VB7, VB10, VB13,2, V14, VB17, VB18, V21, VB23 und VB24)
Verteilungen vor.
Die Gesamtanzahl der VB-Elemente mit starken Abweichungen wahrend einer 1VIg-
Therapie war um 5 VB-Elemente geringer als bei den CIDP-Patienten.
Hervorzuheben ist, dass das CD4*" TCR-Repertoire von 3 VB-Elementen (VB1, V38
und VB22) bei den CIDP-Patienten mit IVIg-Therapie im Gegensatz zu den CIDP-
Patienten ohne IVIg sich normal verteilt zeigte. Bei 4 VVB-Elementen (VB2, VB3, VB9
und VB14) konnten wahrend einer IVIg-Therapie keine oligoklonalen und in 5 V(-
Elementen keine verzerrten (VB6, VB11, VB15, VB19 und VB20) Abweichungen
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detektiert werden, die innerhalb dieser V-Elemente bei den CIDP-Patienten jedoch
bestanden.

Beim Vergleich derjenigen VB-Elemente, bei denen es sowohl bei den ohne als auch
gleichzeitig bei den mit IVIg therapierten CIDP-Patienten zu starken Abweichungen
kam, handelte es sich nicht um die gleichen VB-Elemente. Stattdessen traten
oligoklonale nur bei V13,2 und verzerrte nur in 4 VB-Elementen (VB10, V13,2, VB17
und VB21) gleichzeitig bei beiden Patienten-Gruppen auf.

Bei den Kontroll-Probanden traten als Kontrollgruppe in allen VB3-Elementen, bis auf
eine Ausnahme in V(315, bei dem auch verzerrte und oligoklonale Verteilungen
vorkamen, nur normale und verschobene Verteilungen auf. Interessanterweise kamen
diese oligoklonalen Abweichungen bei diesem V(315 Element nicht bei den drei
weiteren Kohorten vor. Lediglich bei den CIDP-Patienten zeigten sich in diesem V[3-
Element verzerrte Verteilungen.

Dies spiegelte sich auch bei den niPNP-Patienten wider. In dieser Gruppe kamen
verzerrte Verteilungen nur in VB6 und V7 und oligoklonale Verteilungen in V33, V310
und VB19 vor, wobei gleichzeitig bei den CIDP-Patienten oligoklonale Verteilungen nur
in VB3 auftraten.

5.3.2 Spectratyping Profile der einzelnen VB-Elemente der CD8"-

Population

Auch bei den CD8" T-Zellen konnte kein einzelnes VB-Element mit besonders starken
Abweichungen hervorgehoben werden (Abbildung 11). Jedoch gab es hier im
Unterschied zu den CD4* T-Zellen wesentlich haufigere und auch starkere
Abweichungen. Aullerdem gab es kein V3-Element, das nur normale und verschobene
Verteilungen aufwies. VP11 zeigte als alleiniges VB-Element keine klonierten
Verteilungen. So prasentierten 23 der 26 VB-Elemente klonierte Verteilungen, bei den
CD4* T-Zellen betraf dies nur 18 VB3-Elemente.

Besonders bei den CIDP-Patienten konnten in allen VB-Elementen starke
Abweichungen von der Normalverteilung detektiert werden. Bis auf 2 VB-Elemente
(VB1 und VB11) ohne oligoklonale Abweichungen kamen in allen weiteren V[(3-
Elementen (in 24 von 26 V(-Elementen) sowohl verzerrte, als auch oligoklonale

Verteilungen und damit eine deutliche Abweichung von der Normalverteilung vor.
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Vergleicht man die CIDP mit den 1VIg therapierten Patienten so ist auffallig, dass hier
bei CD8* T-Zellen unter IVIg-Therapie deutlich weniger Abweichungen im TCR-
Repertoire (in 18 von 26 VB-Elementen) zu beobachten waren. Die Anzahl der V(-
Elemente mit starken Abweichungen war in der 1Vlg Gruppe um 8 VB-Elemente (in 15
von 26 VB3-Elementen) weniger im Vergleich zur CIDP Kohorte.

Interessanterweise zeigte das CD8* TCR-Repertoire von CIDP-Patienten unter IVIg-
Therapie in 9 VB-Elementen (VB3, VB5,2, VB7, VB8, VB9, VB10, VB13,1, VB18 und
VB20) keine oligoklonalen Verteilungen im Gegensatz zum TCR-Repertoire der CIDP-
Patienten ohne IVIg-Therapie, wo sich lediglich 2 VB-Elemente (V31 und VB11) ohne
oligoklonale Abweichungen fanden. Bei V311 konnten verzerrte Verteilungen, die bei
den CIDP-Patienten auftraten, wahrend einer IVIg-Therapie nicht detektiert werden
und in 8 VB-Elementen (VB2, VB4, VB6, V12, VB19, VB21, VB23 und VB24) traten
entweder weniger starke Abweichungen oder vermehrt Normalverteilungen unter IVIg-
Therapie als bei den CIDP-Patienten auf.

Im Gegensatz zu der allgemeinen Tendenz der Normalverteilung gab es aber auch
VB-Elemente, bei denen in der IVIg Gruppe mehr Abweichungen auftraten als bei den
CIDP-Patienten ohne IVIg-Therapie. Beispiele dafir sind VB1, bei dem der
Gesamtanteil an starken Abweichungen (verzerrt und oligoklonal) wahrend einer 1VIg
Therapie im Vergleich zu CIDP-Patienten ohne |VIg-Therapie geringer war, jedoch
oligoklonale Veranderungen hinzukamen, die bei den CIDP-Patienten nicht auftraten,
jedoch war der Gesamtanteil an Normalverteilungen groRer.

Weitere Beispiele waren, erstens, dass in VB4 und VB6 der IVlg Gruppe der
Gesamtanteil an starken Veranderungen grof3er war, wobei der oligoklonale Anteil
weniger haufig detektierbar war und zweitens, dass der Gesamtanteil der
Abweichungen in V5,1, V321 und V23 bei der IVIg Gruppe geringer, der oligoklonale

Anteil jedoch héher ausfiel.

5.3.3 Vergleich der einzelnen VB-Elemente der CD4* und CD8"-

Population
Um zu klaren, ob es Gemeinsamkeiten zwischen den CD4* und CD8* T-Zellen in
Bezug auf die V3-Elemente gab, wurden die sechs VB-Elemente der CD4* T-Zellen,
die nur normale und verschobene Verteilungen aufwiesen mit denen der CD8* T-
Zellen verglichen. Jedoch zeigten diese sechs VB-Elemente (VB1, VB4, VB5,1, VB5,2,
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VB13,1 und VB22) bei den CD8" T-Zellen starke Abweichungen und beinhalteten alle
vier Verteilungsvarianten, so dass hier keine Ahnlichkeiten zu den Verteilungen der
CD4* T-Zellen zu beobachten waren. Wie bereits erwahnt, zeigte nur V11 keine
klonierten Verteilungen, was in beiden T-Zellpopulationen der Fall war. Dieses V[311-
Element war jedoch nicht in den o. g. sechs VB-Elementen der CD4" T-Zellen
enthalten.

Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnte verdeutlicht werden, dass es zwischen den
Verteilungen in Bezug auf die einzelnen VB-Elemente keine Gemeinsamkeiten
zwischen den CD4* und CD8" T-Zellen gab. Beim Vergleich der Verteilungen des
CD4* mit dem CD8* TCR-Repertoires fiel auf, dass das CD4* TCR-Repertoire
Uberwiegend (61%) und das der CD8" T-Zellen eher selten (17%) normal verteilt war.
Das CD8" TCR-Repertoire war haufiger verschoben (38%) und deutlich 6fter verzerrt
(28%), als dies bei den CD4* T-Zellen der Fall war (31% und 6%). Hervorzuheben war
auch, dass ein beachtlicher Anteil oligoklonale Verteilungen (17%) beim CD8* TCR-
Repertoire im Vergleich zu den CD4* T-Zellen (6%) waren. Interessanterweise
entsprach der Anteil der oligoklonalen Verteilungen bei den CD8* T-Zellen, dem der
Normalverteilungen.

Insgesamt standen somit die Abweichungen von der Normalverteilung bei den CD8*
T-Zellen (83%) im Vergleich zu den CD4* T-Zellen (39%) im Vordergrund.

5.3.4 TCR Repertoire-Veranderungen ohne und unter IVIg-Therapie

Im Folgenden wurden die prozentualen Verteilungen aller 24 V[3-Elemente pro
Proband einer Kohorte (CIDP, CIDP mit IVIlg, niPNP und KP) graphisch dargestellt,
um personenbezogene Unterschiede zwischen dem CD4* und CD8* TCR-Repertoire

aufdecken und erneut einen Vergleich zwischen den Kohorten durchfihren zu kdnnen.
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Abbildung 12: TCR-Repertoire-Verteilung der einzelnen Probanden

A und B Die Verteilung des TCR-Repertoires der CD4*(A) und CD8" (B) T-Zellen der einzelnen
Probanden aller 14 CIDP-Patienten (C1 bis C14)

C und D Die Verteilung des TCR-Repertoires der CD4*(C) und CD8" (D) T-Zellen der einzelnen
Probanden aller 11 mit IVIg therapierten CIDP-Patienten (Ct1 bis Ct11)

E und F Die Verteilung des TCR-Repertoires der CD4*(E) und CD8" (F) T-Zellen der einzelnen
Probanden aller 14 niPNP-Patienten (N1 bis N14)

G und H Die Verteilung des TCR-Repertoires der CD4*(G) und CD8" (H) T-Zellen der

einzelnen Probanden aller 11 Kontroll-Probanden (K1 bis K14)

5.3.5 Vergleich CD4* mit CD8" Repertoire einzelner CIDP-Patienten
In der Kohorte der CIDP Patienten, die vor der Blutentnahme nicht mit IVlg behandelt
wurden, wies das TCR-Repertoire der CD4* Population bei vier Probanden (C3, C6,
C9 und C10, Abbildung 12 A) keine starkeren Abweichungen (verzerrt oder
oligoklonal) auf. Bei 3 dieser 4 Probanden (C3, C9 und C10, Abbildung 12 B) zeigten
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sich im CD8" TCR-Repertoire sowohl besonders starke, als auch besonders haufige
oligoklonale und verzerrte Verteilungen.

Seltener war zu beobachten, dass starke Abweichungen im CD8" seltener detektiert
wurden als im CD4* TCR-Repertoire (Vgl. Patient C12). Manche Probanden (C1, C2
und C5) zeigten zwar starke Abweichungen im CD4" TCR-Repertoire, diese waren
jedoch bei den CD8* T-Zellen noch haufiger und starker ausgepragt. Die Tendenz
innerhalb der Gruppe liel3 sich nicht zwangslaufig auf alle Patienten in der Gruppe

anwenden.

5.3.6 TCR-Repertoire-Vergleich der einzelnen CIDP-Patienten mit

der IVIg Gruppe
Beim Vergleich des CD4* TCR-Repertoires der beiden CIDP Kohorten gab es unter
IVIg-Therapie folgende Veranderungen des TCR-Repertoires (Abbildung 12 A mit C):
Bei den mit IVIg therapierten CIDP-Patienten kamen im Vergleich zu den CIDP
Patienten Normalverteilungen deutlich haufiger (CIDP: 61%; CIDP 1VIg: 75%),
verschobene seltener (CIDP: 31%; CIDP 1VIg: 21%), verzerrte kaum (CIDP: 6%; CIDP
IVIg: 2%) und oligoklonierte Verteilungen (CIDP: 2%; CIDP IVIg: 1%) fast gar nicht vor.
Aulerdem war der Gesamtanteil an abweichenden Verteilungen (verschoben, verzerrt
und oligoklonal) bei der IVIg Gruppe (24%) deutlich geringer als bei den CIDP-
Patienten (39%).
Im CD8" TCR-Repertoire kamen Normalverteilungen bei beiden CIDP-Gruppen im
Vergleich zu den CD4* T-Zellen eher selten vor (Abbildung 12 B mit D). Wobei sie bei
der IVIg Gruppe deutlich haufiger vorkamen (28%), als bei den CIDP-Patienten (17%).
Verschobene Verteilungen traten bei beiden Gruppen gleich haufig auf (38%).
Besonders starke Abweichungen, wie verzerrte und oligoklonale Verteilungen kamen
bei der IVlg Gruppe viel seltener vor (CIDP IVIg: 24% und 9%), als bei den CIDP-
Patienten (CIDP: 28% und 15%).
Der Gesamtanteil an abweichenden Verteilungen war bei beiden Gruppen im CD8*
TCR-Repertoire sehr hoch, dennoch war er bei der IVIg Gruppe deutlich geringer
(72%) als bei den CIDP-Patienten (83%).
Somit traten sowohl bei den CD47, als auch bei den CD8* T-Zellen unter IVIg-Therapie
insgesamt seltener Abweichungen von der Normalverteilung des TCR-Repertoires auf

und starke Abweichungen waren unter |VIg-Therapie deutlich geringer.
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5.3.7 TCR-Repertoire-Vergleich der einzelnen CIDP-Patienten mit
Kontroll-Probanden

Normale und verschobene Verteilungen des CD4* TCR-Repertoires gab es bei beiden
Gruppen bei jedem Probanden.

Die Normalverteilungen waren bei den Kontroll-Probanden sehr viel haufiger (77%),
sowie verschobene Verteilungen deutlich seltener (22%) vertreten, als bei den CIDP-
Patienten (61% und 31%) (Abbildung 12 A mit G).

Verzerrte und klonierte Verteilungen waren bei den CD4* T-Zellen der Kontroll-
Probanden kaum zu beobachten. Es traten nur bei einem einzigen Kontroll-Probanden
verzerrte (K7: 1%, Abbildung 12 G) und bei einem Proband oligoklonale Verteilungen
(K2: 4%, Abbildung 12 G) auf. Dagegen gab es in der CIDP-Gruppe bei 9 Probanden
(C1, C4, C5, C7, C8, C11, C12, C13 und C14 Abbildung 12 A) verzerrte und drei
Probanden (C1, C2 und C5, Abbildung 12 A) oligoklonale Verteilungen.

Im CD8" TCR-Repertoires gab es bei den Kontroll-Probanden bei 8 Probanden (K1-4,
K6 und K8-10, Abbildung 12 H) und bei der CIDP-Gruppe bei 11 Probanden (C1-3,
C5-7, C9-12 und C14, Abbildung 12 B) Normalverteilungen. Jedoch konnte bei zwei
niPNP-Patienten (N10 und N13, Abbildung 12 F) und bei zwei Kontroll-Probanden (K7
und K11, Abbildung 12 H) kein PCR-Produkt detektiert werden und somit das CD8*
TCR-Repertoires dieser Probanden nicht ermittelt werden.

Verschobene TCR-Repertoires kamen bei allen Probanden vor, jedoch bei den
gesunden haufiger (44%), als bei den CIDP-Probanden (38%), auler der o. g.
Probanden deren TCR-Repertoire nicht ermittelt werden konnte (N10, N13, K7, K11).
Bei 5 Kontroll-Probanden (K2, K3, K4, K8 und K10, Abbildung 12 H) traten verzerrte
und bei zweien (K4 und K8, Abbildung 12 H) oligoklonale Verteilungen auf, was im
Vergleich zu den CIDP-Patienten, die alle verzerrte Abweichungen und bei 10
Patienten oligoklonale Verteilungen beinhalteten (Abbildung 12 B) deutlich weniger

war.

5.4 Vergleich der TCR-Repertoire-Veranderungen in

Bezug auf den klinischen Verlauf

Im Folgenden wurden die TCR-Repertoires, der einzelnen Probanden der beiden
CIDP-Kohorten (CIDP, CIDP 1VIg), die in Abbildung 12 A bis C aufgefuhrt sind, in
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Bezug auf den jeweils einzelnen klinischen Verlauf untereinander verglichen. Hier
stellte sich die Frage nach einer moglichen Korrelation zwischen einer klinischen
Verbesserung und gleichzeitigen Tendenz zur Normalisierung des TCR-Repertoires
unter der Therapie mit IVIg und ob es moglicherweise Unterschiede zwischen dem
CD4* und CD8" TCR-Repertoire gab (Vgl. Tabelle 2).

Tabelle 6: Signifikanzpriifung der klinischen Korrelation

Ergebnis der T-Test-Analyse der Mittelwertunterschiede zwischen Patienten mit einer
klinischen Verbesserung (C3, C7, C8, C13) und Patienten mit einer klinischen
Verschlechterung (C1, C2).

T-Test - CD4"

C3,C7,C8,C13vs C1, C2 |normal verschoben verzerrt mono-/biklonal
p-Wert 0,9408 0,7976 0,2622 nicht auswertbar

T-Test - CD8"

C3,C7,C8,C13vs C1, C2 |normal verschoben verzerrt mono-/biklonal
p-Wert 0,6784 0,2345 0,3926 0,7578

5.4.1 Vergleich des CD4" TCR-Repertoires von CIDP-Patienten in
Bezug auf die Klinik
Bei vier CIDP-Probanden (C3, C7, C8 und C13) waren die klinischen Symptome, die

mit Hilfe der INCAT-Punkte gewichtet worden sind, Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 6 Monaten nach der Blutprobenentnahme racklaufig
(Abbildung 12 A und Tabelle 2), wobei sie bei zwei CIDP-Probanden (C1 und C2)
progredient waren. Diese Patienten wurden vor der Blutentnahme nicht mit IVIg
therapiert, jedoch wurden alle Patienten bis auf C13 im Verlauf unter anderem mit IVIg
behandelt.

Im Folgenden sollte verglichen werden, ob der klinische Verlauf der CIDP mit dem Mal}
der Abweichungen des TCR-Repertoires korreliert.

Das CD4* TCR-Repertoire war bei beiden Vergleichsgruppen annahernd identisch
normal verteilt. Bei der Gruppe mit der klinischen Verbesserung war die
Normaverteilung prozentual geringfigig mehr detektiert worden (64,5%), als bei der
Gruppe mit klinischer Verschlechterung (63,5%). Verschobenen und verzerrte
Verteilungen konnten prozentual im CD4* TCR-Repertoire bei der Gruppe mit der

klinischen Verbesserung um 2,75 und 7 Prozentpunkte mehr erfasst werden (28,75%
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und 9%), als bei der Gruppe mit der klinischen Verschlechterung (26% und 2%).
Jedoch konnten im CD4* TCR-Repertoire nur in der Gruppe mit der klinischen
Verschlechterung oligoklonale Verteilungen (8,5%) registriert werden.

In diesem Vergleich gab es in Bezug auf die Verteilungen im CD4* TCR-Repertoire
prozentuale Unterschiede, der Mittelwertunterschied war jedoch nicht signifikant
(normal: p=0,9408, verschoben: p=0,7976, verzerrt: p=0,2622, Tabelle 6). Dadurch,
dass im CD4* TCR-Repertoire der Patienten mit klinischer Verbesserung keine
oligoklonalen Verteilungen verzeichnet werden konnten, konnte der T-Test hier nicht
angewandt werden.

Zusammenfassend konnten in Bezug auf die Verteilungsmuster eine prozentuale
Tendenz zur Normalisierung im CD4* TCR-Repertoire beobachtet werden jedoch ohne
Signifikanz, d. h. insgesamt ohne signifikanter Korrelation zum klinischen Verlauf von
CIDP-Patienten.

5.4.2 Vergleich des CD8" TCR-Repertoires von CIDP-Patienten in
Bezug auf die Klinik

Im CD8" TCR-Repertoire kamen Normalverteilungen bei den Patienten mit der
klinischen Verschlechterung deutlich haufiger vor (15,5%), als bei den Patienten, die
sich klinisch verbessert hatten (9,5%) (Abbildung 12 B und Tabelle 2).
Anders war es bei den verschobenen Verteilungen, die bei den klinisch verbesserten
Patienten deutlich seltener vorkamen (35,5%), als bei beiden Patienten mit klinischer
Verschlechterung (49%).
Verzerrte und oligoklonale Verteilungen traten bei den verbesserten Patienten haufiger
auf (32% und 23%), als bei der Vergleichsgruppe (20% und 15,5%).
Insgesamt auffallig war, dass das CD8* TCR-Repertoire bei Patienten mit einer
klinischen Verschlechterung einen deutlich hdheren Anteil an Normalverteilungen und
einen deutlich geringen Anteil an Abweichungen im Vergleich zu Patienten mit einer
klinischen Verbesserung aufwies.
Zusammenfassend konnten in Bezug auf die Verteilungsmuster im CD8* TCR-
Repertoire prozentuale Abweichungen beobachtet werden, die bei CIDP-Patienten mit
klinischer Verbesserung ausgepragter als bei CIDP-Patienten mit klinischer
Verschlechterung waren. Beim Mittelwertvergleich mittels T-Test lag kein signifikanter

Zusammenhang mit der Klinik von CIDP-Patienten vor.
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5.4.3 Vergleich des CD4* TCR-Repertoires unter IVIg Therapie im

Bezug auf die Klinik

Bei Ct2 und Ct11 verschlechterte sich der klinische Verlauf trotz IVIg Therapie
(Abbildung 12 C und Tabelle 2). Im Vergleich dazu war bei Ct8 unter IVIg eine deutliche
Verbesserung zu beobachten. Im Folgenden sollte gepruft werden, ob der Erfolg der
IVIg Therapie mit dem Grad der Abweichung im TCR Repertoire zusammenhing.

Es zeigte sich, dass das CD4* TCR-Repertoire bei beiden Probanden mit der
klinischen Verschlechterung (53% und 83%) weniger normale Verteilungen als bei
dem Patienten mit klinischer Verbesserung (86%) beinhaltete, sowie mehr
Abweichungen in Form von verschobenen Verteilungen (26% und 13%), als bei Ct8
(10%). Verzerrte Abweichungen traten nur bei Ct2 (11%) vermehrt im Vergleich zu Ct8
(5%) auf, wobei Ct11 geringflgig weniger (4%) aufwies. Bemerkenswert war, dass
oligoklonale Verteilungen nur bei Ct2 (11%) auftraten.

Zusammenfassend wies das CD4* TCR-Repertoire vom CIDP-Patienten Ct8, der sich
unter IVIg Therapie klinisch verbesserte, im Vergleich zu den beiden CIDP-Patienten,
die unter IVIg Therapie eine klinische Verschlechterung prasentierten, einen hohen
Anteil an normalen und verschobenen Verteilungen, einen geringen Anteil an
verschobenen und verzerrten Verteilungen und keine oligoklonalen Verteilungen.
Einen T-Test konnten wir sowohl im CD4* als auch im CD8* TCR Repertoire bei
diesem Vergleich nicht anwenden, weil uns nur ein Wert bei Ct8 vorlag und mindestens

zwei oder mehr Werte erforderlich sind.

5.4.4 Vergleich des CD8" TCR-Repertoires unter IVIg Therapie im

Bezug auf die Klinik

Der Anteil an Normalverteilungen war im CD8" TCR-Repertoire bei Ct2 (14%) und
Ct11 (13%), die unter IVlg Therpie eine klinische Verschlechterung zeigten, im
Vergleich zum Patient Ct8 (17%), der sich unter IVIg Therapie klinisch verbesserte,
geringer (Abbildung 12 D und Tabelle 2).

Verschobene Verteilungen wurden bei Ct2 (29%) und Ct11 (29%) weniger als bei Ct8
(44%) und verzerrte Verteilungen haufiger (Ct2:48% und Ct11:42%), als bei Ct8 (6%)
detektiert. Oligoklonale Verteilungen konnten bei Ct2 (10%) und C11 (17%) seltener
als bei Ct8 (33%) erfasst werden.
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Zusammenfassend wies das CD8" TCR-Repertoire von Ct8 im Vergleich zu Ct2 und
Ct11 haufiger normale und verschobene, sowie weniger verzerrte Verteilungen auf.
Jedoch traten trotz klinischer Verbesserung mehr oligoklonale Verteilungen auf als bei
Ct2 und Ct11 bei klinischer Verschlechterung.

5.4.5 Vergleich der CD4" und CD8" TCR-Repertoires bei klinischer
Stabilitat

Der groflite Anteil beider Gruppen wies klinisch keine Veranderungen auf. Somit
blieben bei den CIDP-Patienten ohne IVIg Therapie 6 und bei den mit IVIg therapierten
CIDP-Patienten 7 Patienten klinisch stabil (Abbildung 12 A bis D und Tabelle 2 und 7).
Interessanterweise war das CD8" TCR-Repertoire bei 4 von 6 der CIDP-Patienten (C4,
C6, C9 und C10) deutlich abweichender, als das CD4" TCR-Repertoire dieser
Patienten. Nur bei C12 und C14 wies das CD8" TCR-Repertoire weniger
Veranderungen als das CD4" TCR-Repertoire der gleichen Patienten auf (Abbildung
12 A und B).

Diese Tendenz zeigte sich noch ausgepragter bei den mit IVIg therapierten CIDP-
Patienten, wo 6 der 7 Patienten im CD8" TCR-Repertoire wesentlich starkere und
haufigere Abweichungen prasentierten, als im CD4* TCR-Repertoire. Eine Ausnahme
bot Patient Ct9, dessen Repertoire zwar insgesamt haufiger Veranderungen
(verschoben und verzerrt) im CD8* TCR-Repertoire darstellte, jedoch im Gegensatz
zum CD4* TCR-Repertoire keine oligoklonalen Abweichungen zeigte (Abbildung 12,
C und D).

Vergleicht man das CD4* TCR-Repertoire der Patienten mit klinischer Stabilitdt ohne
und mit IVIg-Therapie (Abbildung 12 A und C, Tabelle 2), so fiel auf, dass
Abweichungen bei CIDP-Patienten unter IVlg weniger detektiert werden konnten.
Normalverteilungen konnten bei Patienten unter IVIg Therapie haufiger erfasst werden
(CIDP: 60%; CIDP IVIg 73%) und verschobene (CIDP: 32%; CIDP IVIlg 26%), sowie
verzerrte (CIDP: 8%; CIDP IVIg 1%) Verteilungen wiesen bei CIDP-Patienten unter
IVIg Therapie einen geringeren Anteil auf. Eine Ausnahme bildeten die oligoklonalen
Verteilungen, die bei den CIDP-Patienten unter IVlg Therapie geringfugig haufiger
registriert werden konnten (CIDP: 0%; CIDP IVIg 1%).

Statistisch war dies jedoch nicht signifikant (normal: p=0,0661, verschoben:
p=0,24900, verzerrt: p=0767, Tabelle 7), wobei der T-Test bei den oligiklonalen
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Verteilungen aufgrund der nicht vorhandenen Abweichungen bei den CIDP-Patienten
nicht anwendbar war.

Ein ahnliches Ergebnis kennzeichnete der Vergleich des CD8" TCR-Repertoires der
Patienten mit klinischer Stabilitat ohne und mit IVIg-Therapie (Abbildung 12, B und D).
Hier konnten normale (CIDP: 25%; CIDP IVIg 34%) und verschobene (CIDP: 39%;
CIDP IVIg 42%) Verteilungen bei CIDP-Patienten unter IVIg Therapie haufiger als bei
Patienten ohne IVIg Therapie erfasst werden. Wohingegen verzerrte (CIDP: 24%;
CIDP IVIg 19%), sowie oligoklonale (CIDP: 12%; CIDP IVIg 5%) Verteilungen deutlich
weniger auftraten.

Statistisch war dies auch nicht signifikant (normal: p=0,3503, verschoben: p=0,6751,
verzerrt: p=0,6320, oligoklonal: p=0,3230, Tabelle 7).

Auch hier wurde deutlich, dass trotz klinischer Stabilitat, Abweichungen von der
Normalverteilung im CD8" TCR-Repertoire im Vergleich zum CD4* TCR-Repertoire
wesentlich haufiger auftraten und dass Veranderung sowohl im CD4* als auch etwas
mehr im CD8* TCR-Repertoire beim Vergleich von CIDP-Patienten, die eine klinische
Stabilitat prasentierten, unter Therapie mit IVIg seltener registriert wurden, als bei
CIDP-Patienten ohne IVIg Therapie. Wobei es sich nicht um die gleichen CIDP-
Patienten gehandelt hat.

Ein statistisch signifikanter Mittelwertunterschied zwischen den CIDP und mit 1VIg
therapierten CIDP Patienten konnte bei klinischer Stabilitdt nicht nachgewiesen

werden (Tabelle 7).

Tabelle 7: Signifikanzprifung der klinischen Korrelation unter IVIg bei klinischer
Stabilitat

T-Test-Analyse der Mittelwertunterschiede zwischen den CIDP-Patienten (C stabil: C4, C6,
C9, C10, C12 und C14) und den CIDP-Patienten mit IVIg-Therapie (Ct stabil: Ct3, Ct4, Ct5,
Ct6, Ct7, Ct9 und Ct10) mit einer klinischen Stabilitat.
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T-Test - CD4"

Cvs Ct normal verschoben verzerrt mono-/biklonal
p-Wert 0,0661 0,249 0,0767 nicht auswertbar

T-Test - CD8"

Cvs Ct normal verschoben verzerrt mono-/biklonal
p-Wert 0,3503 0,6751 0,632 0,323

C stabil: C4, C6, C9, C10, C12 und C14
Ct stabil: Ct3, Ct4, Ct5, Ct6, Ct7, Ct9 und Ct10

5.5 Longitudinaler TCR-Repertoire-Vergleich zweier

CIDP-Patienten ohne und unter IVig
Bisher wurde die Verteilung des TCR-Repertoires rein dekriptiv verglichen. Hier
wurden zwei Patienten im Verlauf untersucht. Zum einen ohne die Gabe von IVIg (C4
und C8) und zum anderen mit der Gabe von IVIg (Ct4 und Ct8), um die Veranderungen

des TCR-Repertoires im Verlauf beurteilen zu kénnen.

5.5.1 Patient 1

Bei Patient 1 handelte es sich um einen 66-jahrigen Mann mit sensorischer CIDP. Dem
Patienten wurde 2 Monate vor (C4 Abbildung 13, 1. und 3. Balken) und nach (Ct6
Abbildung 13, 2. und 4. Balken) IVIg-Gabe Blut entnommen und das TCR-Repertoire
mittels CDR3-Spectratyping analysiert.

mono-/biklonal

"g Patient 1 Il verzerrt
g [ ] verschoben
@ 100 | | normal
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>
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Abbildung 13: Patient 1
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1. Balken: prozentuale Verteilung des TCR-Repertoires aller VB-Elemente der CD4" T-
Zellen von einem CIDP-Patienten (C4) ohne IVIg-Therapie

2. Balken: prozentuale Verteilung des TCR-Repertoires aller VB-Elemente der CD4* T-
Zellen von einem CIDP-Patienten (Ct6) zwei Monate unter IVIg-Therapie

3. Balken: prozentuale Verteilung des TCR-Repertoires aller V3-Elemente der CD8" T-
Zellen von einem CIDP-Patienten (C4) ohne IVIg-Therapie

4. Balken: prozentuale Verteilung des TCR-Repertoires aller VB-Elemente der CD8" T-

Zellen von einem CIDP-Patienten (Ct6) zwei Monate unter IVIg-Therapie

5.5.1.1 Vergleich CD4* TCR-Repertoire mit und ohne 1VIg-Gabe
Das TCR-Repertoire der CD4* T-Zellen von Patient 1 war mit IVIg haufiger normal (mit
IVIg Ct6: 68% und ohne IVIg C4: 50%), etwas weniger verschoben (mit IVIg Ct6: 32%
und ohne IVIlg C4: 38%) und im Gegenteil zum Repertoire ohne IVIg-Gabe nicht
verzerrt (mit 1Vlg Ct6: 0% und ohne IVIg C4: 13%). Sowohl mit, als auch ohne IVIg-
Therapie traten im CD4* TCR-Repertoire keine oligoklonalen Abweichungen auf (Vgl.
Abbildung 13 A, 1. und 2. Balken).

5.5.1.1  Vergleich CD8* TCR-Repertoire mit und ohne IVIg-Gabe

Das CD8* TCR-Repertoire war mit IVIg-Therapie zur Halfte und ohne IVIg-Gabe gar
nicht normal verteilt (mit IVIg Ct6: 0% und ohne IVIg C4: 50%). Verschobene
Verteilungen konnten mit IVIg-Therapie haufiger, als ohne detektiert werden (mit IVIg
Ct6: 46% und ohne IVlg C4: 35%). Starke Abweichungen konnten mit 1VIg-Gabe
deutlich seltener beobachtet werden, so dass verzerrte (mit IVIg Ct6: 4% und ohne
IVIg C4: 54%) deutlich weniger und oligoklonale Verteilungen (mit IVlg Ct6: 0% und
ohne IVIg C4: 12%) mit IVIg-Therapie nicht auftraten (Vgl. Abbildung 13 A, 3. und 4.
Balken).

5.5.2 Patient 2
Bei Patient 2 handelte es sich um eine 71-jahrige Frau mit motorisch-sensorischer
CIDP. Die erste Blutentnahme zur Untersuchung des TCR-Repertoires erfolgte nach
einer 6-monatigen |VIg-Therapie (Ct8, Abbildung 14, 2. und 4. Balken). Die zweite
Blutentnahme wurde vier Monate nach absetzten von IVIg durchgefiihrt (C8, Abbildung
14, 1. und 3. Balken).

57



Patient 2 B mono-/biklonal

)
= [l verzerrt
) | | verschoben
GE, 100 . | normal
o
2 50
>
| .
g oo
) )
2 8 S a S
O (& 2
< )
o a
(&) (&)

Abbildung 14: Patient 2

1. Balken: prozentuale Verteilung des TCR-Repertoires aller VB-Elemente der CD4" T-
Zellen von einem CIDP-Patienten (C8) ohne IVIg-Therapie

2. Balken: prozentuale Verteilung des TCR-Repertoires aller V3-Elemente der CD4" T-
Zellen von einem CIDP-Patienten (Ct8) unter IVIg-Therapie

3. Balken: prozentuale Verteilung des TCR-Repertoires aller VB-Elemente der CD8" T-
Zellen von einem CIDP-Patienten (C8) ohne IVIg-Therapie

4. Balken: prozentuale Verteilung des TCR-Repertoires aller VB-Elemente der CD8" T-
Zellen von einem CIDP-Patienten (Ct8) unter IVIg-Therapie

5.5.2.1  Vergleich CD4* TCR-Repertoire mit und ohne 1VIg-Gabe

Das CD4* TCR-Repertoire von Patient 2 war mit IVIg-Therapie fast komplett und ohne
nur zur Halfte normal verteilt (mit IVIg Ct8: 86%, ohne IVIg C8: 50%). Mit IVIg traten
kaum, ohne deutlich mehr verschobene Verteilungen auf (mit IVIg Ct8: 10%, ohne IVIg
C8:40%). Verzerrte Verteilungen konnten mit IVIg-Gabe seltener, als ohne beobachtet
werden (mit IVIg Ct8: 5%, ohne 1VIg C8: 10%). Oligoklonale Abweichungen traten im
CD4* TCR-Repertoire mit und ohne IVIg-Therapie nicht auf (Abbildung 14, 1. und 2.
Balken).

5.5.2.1 Vergleich CD8* TCR-Repertoire mit und ohne 1VIg-Gabe
Im CD8" TCR-Repertoire von Patient 2 konnten mit IVIg-Therapie im Gegenteil zum
Repertoire ohne IVIg-Gabe Normalverteilungen erfasst werden (mit 1VIg Ct8: 17%,
ohne IVIg C8: 0%). Verschobene Verteilungen kamen mit IVIg-Gabe haufiger vor als
ohne (mit IVIg Ct8: 44%, ohne IVIg C8: 20%) Die starken Abweichungen waren mit
IVIg-Therapie geringer, so dass verzerrte kaum (mit IVIg Ct8: 6%, ohne IVIg C8: 13%)
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und oligoklonale sehr viel weniger beobachtet werden konnten (mit 1Vlg Ct8: 33%,
ohne IVIg C8: 67%), (Abbildung 14, 3. und 4. Balken).

59



6. Diskussion
6.1 Kritische Bewertung des CDR3-Spectratypings

Es existieren verschiedene Ansatze zur Analyse grolder Datenmengen, die durch das
CDR3-Spectratyping erstellt worden sind (Long et al., 2006; Rempala et al., 2011,
Venturi et al., 2007).

Das in dieser Arbeit eingefihrte Bewertungssystem wurde zur Analyse der
Basenlangenverteilung des TCRs von CD4* und CD8* T-Zellen verwendet, um den
Einfluss von IVIg auf das TCR-Repertoire zu untersuchen. Mit dieser Methode konnte
gezeigt werden, dass Veranderungen im TCR-Repertoire von CIDP-Patienten unter
IVIg Therapie denen von Kontroll-Probanden glichen und annahernd normal verteilt
waren. Das Bewertungssystem ist rein deskriptiv und veranschaulicht die prozentualen
Unterschiede in der Verteilung der VB-Elemente im CD4* und CD8* TCR Repertoire.
Es konnten mit der Methode des CDR3-Spectratypings ausgepragte Abweichungen
im TCR-Repertoire der CIDP-Patienten demonstriert werden, die in der CD8*
Population am deutlichsten auftraten. Diese Ergebnisse bestatigen friUhere Arbeiten
von Schneider-Hohendorf (T Schneider-Hohendorf et al., 2012) bei Verwendung der
gleichen Methode und von Klehmet (Klehmet et al., 2015, 2014).

6.2 Bewertung der Ergebnisse
6.2.1 Einfluss von IVIg auf das TCR-Repertoire

Mit dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass das TCR-Repertoire der mit [Vig
behandelten CIDP-Patienten weniger Abweichungen aufwies als in der unbehandelten
CIDP-Kohorte und annahernd dem TCR-Repertoire beider Kontroll-Gruppen glich
(Vgl. Abbildung 8 und 9 im Ergebnisteil). Dies konnten wir Uberwiegend statistisch
signifikant mittels T-Test belegen. Signifikante Mittelwertunterschiede erfassten wir
zwischen der CIDP-Kohorte ohne IVIG Therapie und den mit IVIg therapierten CIDP
Patienten bei den normalen und verschobenen Verteilungen im CD4* TCR-Repertoire,
jedoch nicht im CD8* TCR-Repertoire. Hier sei zu diskutieren, ob IVIg mehr Einfluss
auf CD4* T-Zellen haben konnte. Eine mogliche Wirkung von 1VIg ist eine Hemmung
von B-Zellen und Neutralisation von Auto-Immunglobulinen, sowie eine hemmende
Wirkung auf die durch dendritische Zellen vermittelte T-Zell-Aktivierung (A. Durandy et
al., 2009; Imbach, 2012; M. D. Kazatchkine and Kaveri, 2001; Bernd C. Kieseier et al.,
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2008; Nimmerjahn and Ravetch, 2008), so dass CD4" T-Zellen hemmend beeinflusst
werden konnten. Aulerdem konnten Antikdrper gegen CD4* (Hurez et al., 1994) in
IVIg-Praparaten nachgewiesen werden. Zu Bedenken ist jedoch, dass gerade im CD4*
TCR-Repertoire insgesamt weniger Abweichungen auftraten, so dass moglicherweise
aufgrund der geringeren Fallzahl an verzerrten und oligoklonalen Verteilungen keine
signifikanten Unterschiede erfasst worden sein koénnten. Keine signifikanten
Mittelwertunterschiede bzw. somit eine Ahnlichkeit im TCR-Repertoire konnten wir
beim Vergleich von CIDP-Patienten unter IVIg Therapie und KP im gesamten CD4*
TCR-Repertoire und im CD8" TCR-Repertoire bei allen aul3er den oligoklonalen
Verteilungen entdecken. Dies kdnnte den Schluss zu lassen, dass eine IVIg Therapie
eine Normalisierung im TCR-Repertoire hervorrufen kdnnte. Dieses Ergebnis bietet
eine Bestatigung flir den Einfluss von IVIg zur Normalisierung des TCR-Repertoires
(J. Even et al., 1995; C. Pannetier et al., 1995). Interessant dabei ist, dass oligoklonale
Verteilungen besonders im CD8* TCR-Repertoire weniger durch 1VIg beeinflussbar zu
sein scheinen. Ob hier bestimmte CD8* T-Zell-Klone durch IVIg nicht eliminierbar sein
oder ob IVIg mehr Antikdrperreaktionen beeinflussen konnte, bleibt Gegenstand
weiterer Forschungsarbeiten.

Des Weiteren fanden wir bei Untersuchungen der einzelnen VB-Elemente heraus,
dass nicht nur die Gesamtanzahl an starken Abweichungen wahrend einer IVIg-
Therapie geringer waren, sondern auch, dass das CD4* TCR-Repertoire eines
einzelnen VB-Elementes unter [Vig-Therapie teilweise oder sogar komplett
normalisiert werden konnte. Ferner beschrankten sich starke Abweichungen von der
Normalverteilung nicht auf ein einzelnes VB-Element, sondern waren individuell von
Proband zu Proband unterschiedlich.

Eine Korrelation zwischen Normalisierung im TCR-Repertoire unter Therapie mit [VIg
und einer klinischen Verbesserung konnten wir nicht zeigen. Jedoch muss
bertcksichtigt werden, dass die Ergebnisse tUberwiegend auf Basis einer Beobachtung
der CIDP-Patienten mit einer relativ geringen Patientenanzahl beruhten. Fur eine
Verlaufsbeobachtung stand nur eine begrenzte Anzahl von 2 Patienten zur Verfigung,
die eine Unterstutzung der Ergebnisse bieten. Hierbei prasentierte Patient 1 unter IVIg
Therapie eine Normalisierung des TCR-Repertoires, wobei Patient 2 nach Absetzten
von IVIg unter Therapie mit MP eine Zunahme an starkeren Abweichungen sowohl im
CD4*, als auch im CD8" TCR-Repertoire bot. Hier sei diskutabel, ob die Zunahme an

Veranderungen durch MP auftrat oder Folge einer wegfallenden Wirkung von 1VIg war.
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6.2.2 Angleichung des TCR-Repertoires bei CIDP-Patienten an das

von Kontroll-Probanden unter 1VIg-Therapie
Bisher wurde die Therapie mit IVIg nur im Hinblick auf Veranderung des TCR-
Repertoires bei SLE untersucht (Costa et al., 2013). Bei dieser Studie wurde das TCR-
Repertoire bei Patienten mit einer SLE-Erkrankung im zeitlichen Verlauf einer IVIg-
Therapie im Hinblick auf die Wiederherstellung einer Gauld’'schen Normalverteilung
analysiert. Im Ergebnis korrelierte eine Erholung des TCR-Repertoires von V31, VB2,
VB11 und VB14 unter der IVIg-Therapie mit einer klinischen Verbesserung (Costa et
al., 2013).
Eine direkte Korrelation zur klinischen Verbesserung konnte in dieser Arbeit nicht
beobachtet werden. Hier wurden das TCR-Repertoire der CD4* und auch der CD8" T-
Zellen bei Patienten mit CIDP untersucht und es konnten bei CIDP-Patienten mit IVIg
Therapie weniger starke Abweichungen bzw. weniger hoch aktivierte VB-Elemente im
Vergleich zu CIDP-Patienten ohne IVIg Therapie, sowie ein ahnliches TCR-Repertoire
wie bei Kontroll-Probanden beobachtet werden. Wobei sich keine Hinweise auf
bestimmte V(-Elemente boten. Die Abweichungen waren zufallig auf die einzelnen Vj3-
Elemente verteilt und von Proband zu Proband unterschiedlich ohne Hinweise auf
bestimmte VB-Elemente.
Diese Feststellung beruht Uberwiegend auf einer Querschnittsanalyse von CIDP-
Patienten, die mit IVIg behandelt wurden. Fir eine Langzeitanalyse standen nur zwei
Patienten zur Verflgung, die jedoch die bisherigen Erkenntnisse in dieser Arbeit
unterstutzten. Moglicherweise konnte eine groere Patientenanzahl innerhalb der
longitudinalen Analyse die bisherigen Beobachtungen erganzen.
Die Therapie von CIDP-Patienten mit I1VIg ist wirksam (Richard A. C. Hughes et al.,
2008) und wurde schon 1988 erfolgreich erprobt (Panicker et al., 1988), jedoch ist der
Wirkmechanismus noch nicht vollstandig verstanden. T-Zellen bilden ein mdgliches
Ziel einer IVIg-Behandlung (Anthony et al., 2011; Jacob and Rajabally, 2009; Mohan
S. Maddur et al., 2011).
In den hiesigen vorliegenden Untersuchungen konnten wir eine Angleichung des TCR-
Repertoires von CIDP-Patienten, die mit IVIg behandelt worden sind, an das TCR-
Repertoire von Kontroll-Probanden zeigen. Wir konnten jedoch nur im CD4* TCR-
Repertoire keine signifikanten Mittelwertunterschiede bzw. eine Angleichung fur alle

Verteilungen beobachten. Im CD8* TCR-Repertoire konnten wir dagegen signifikant
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mehr verzerrte und oligoklonale Verteilungen bei CIDP-Patienten mit [VIg Therapie als
bei Kontroll-Probanden nachweisen, wobei sich verschobene und normale
Verteilungen genau wie im CD4* TCR-Repertoire nicht signifikant unterschieden bzw.
sich anglichen. Dieses Ergebnis zeigt lediglich einen verbleibenden Anteil an
verzerrten und oligoklonalen Verteilungen im CD8" TCR-Repertoire von CIDP-
Patienten mit IVIg-Therapie im Vergleich zu Kontroll-Probanden. Ob es sich hierbei
um aktivierte CD8" T-Zell-Klone handeln, was fur den erhdhten Anteil an oligoklonalen
Verteilungen spricht, oder ob autoreaktive T-Zellen zu einem hoheren Anteil an stark
veranderten Verteilungen gefuhrt haben konnten, bleibt ungeklart. Die
Wahrscheinlichkeit fir das Vorhandensein von autoreaktiven T-Zellen kdnnte bei
einem reduzierten Aktivitdtszustand innerhalb des TCR-Repertoires zwar geringer
sein, jedoch ist das Vorhandensein nicht auszuschlie®en. Fraglich bleibt auch, ob
dieses Ergebnis auf eine Quantitat an CD8* T-Zellen mit verzerrten und oligoklonalen
TCR-Repertoire oder auf einen geringeren Einfluss von IVIg oder auch beidem zu
beziehen sein kdonnte. Zu erwahnen ist auch, dass das CD8* TCR-Repertoire von
CIDP-Patienten mit IVIg-Therapie im Vergleich zu CIDP-Patienten ohne IVIg-Therapie
signifikant mehr normale, sowie signifikant weniger verzerrte Verteilungen aufwies,
denn im T-Test konnten signifikante Mittelwertunterschiede zwischen CIDP-Patienten
und niPNP bei diesen Verteilungen errechnet werden, jedoch nicht zwischen CIDP-
Patienten mit IVIg-Therapie und niPNP-Probanden. Interessant ist auch, dass dies
nicht fur die verzerrten Verteilungen beim Vergleich mit den Kontroll-Probanden zutraf.
Zu diskutieren ware, ob dieses Ergebnis zufallig auftrat oder ob IVIg prinzipiell mehr
Einfluss auf den Anteil an verzerrten Verteilungen im CD8* TCR-Repertoire von
niPNP-Patienten haben bzw. diese veranderten T-Zellen besser bekadmpfen kdnnte.
Hierzu bedarf es weitere Forschungsarbeit mit ggf. hdheren Fallzahlen und einer
moglichen Differenzierung von CD8* T-Zellen in autoreaktiv und klonal aktiv.
Interessant war die Feststellung, dass eine Angleichung des TCR-Repertoires von
CIDP-Patienten mit IVIg-Therapie an das von Kontroll-Probanden nicht mit dem
klinischen Verlauf der CIDP-Erkrankung korrelierte.

Wir konnten bei unseren Untersuchungen keine eindeutige klinische Korrelation zur
Angleichung des TCR-Repertoires beobachten. Wir konnten zwar eine Angleichung
anhand prozentualer Unterschiede bei allen CIDP-Patienten vor allem im CD4* TCR-

Repertoire beobachten, diese waren jedoch nicht signifikant. Im CD8" TCR-Repertoire
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konnten wir keine eindeutige Tendenz zur prozentualen Angleichung an eine

Normalverteilung bei CIDP-Patienten mit klinischer Verbesserung beobachten.

6.2.3 Vermehrte T-Zell-Expression bei CIDP-Patienten

In den hiesigen Ergebnissen konnte ein signifikanter Unterschied im TCR-Repertoire
bei allen Verteilungen, bis auf die oligoklonalen in der CD4* Population und bei den
verschobenen in der CD8*" Population zwischen CIDP-Patienten und Kontroll-
Probanden ausgemacht werden. Somit bestehen vermehrte Abweichungen im TCR-
Repertoire der CIDP-Patienten, was Hinweise auf eine T-Zell-vermittelte
Immunabwehr im Pathomechanismus der CIDP wahrscheinlicher machen lassen.

Die relative Haufigkeit von CD4* und CD8* T-Zellen in den betroffenen Nerven von
Patienten mit entzindlichen Neuropathie wurde nur sehr selten erforscht (Khalili-
Shirazi et al., 1997; K. Matsumuro et al., 1994; Meyer Zu Horste et al., 2009; T.
Schneider-Hohendorf et al., 2012). Jedoch wurde schon 1986 entdeckt, dass MHC
Klasse Il, die Antigene fur CD4* T-Zellen prasentieren, nur auf einigen Makrophagen
und Schwannzellen exprimiert worden sind (Pollard et al., 1986), womit CD4* T-Zellen
eher nicht die Hauptrolle im Nerven der CIDP-Patienten zu spielen scheinen. Des
Weiteren wurde publiziert, dass eine Infiltration von CD4* und CD8" T-Zellen im
Endoneurium von biopsierten Nerven der CIDP-Patienten vorherrschte (Khalili-Shirazi
et al., 1997), dass das Vorhandensein von T-Zellen im Endoneurium mit der Aktivitat
der Demyelinisierung korrelieren konnte und dass die Anzahl der CD8" T-Zellen
gegenuber der CD4"* T-Zellen Uberwog (K. Matsumuro et al., 1994).

Eine weitere Studie machte die zerstoérerischen Fahigkeiten von T-Zellen, die sich in
peripheren Nerven ansammelten, durch eine erhdhte BNS-Durchlassigkeit, sowie
Demyelinisierung deutlich (Harvey et al., 1995). Interessant ist auch, dass gerade die
Anzahl der T-Zellen im N. suralis der CIDP-Patienten als diagnostisches Kriterium
betrachtet werden kann und damit die T-Zellen im Pathomechanismus der CIDP von
Belang zu sein scheinen (Bosboom et al., 1999), wobei hier nicht zwischen CD4* und
CD8* T-Zellen unterschieden wurde.

Immunphanotypische Untersuchungen des Blutes von CIDP-Patienten ergaben
weitere Hinweise auf eine erhdhte Beteiligung CD8* T-Zellen im Krankheitsgeschehen
der CIDP (Van den Berg et al., 1995).

Ubereinstimmend mit den bereits aufgeflhrten und den hiesigen

Forschungsergebnissen wurde in einer weiteren Studie Uber das Uberwiegen der
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starken Abweichungen im CD8* TCR-Repertoire bei CIDP-Patienten berichtet. Darin
wurde eindeutig gezeigt, dass die oligoklonalen Verteilungen im TCR-Repertoire der
CD8* T-Zellen, die aus dem peripheren Blut der CIDP-Patienten gewonnen wurden, in
Form einer klonalen CD8" T-Zell-Expansion auch in einer Biopsie der betroffenen
Nerven dieser Patienten gefunden wurden. Das heil3t, dass die Abweichungen im
CD8* TCR-Repertoire sowohl durch Nervenbiopsien, als auch durch die Gewinnung
von peripherem Blut mit Hilfe des CDR3-Spectratypings belegt wurden (T. Schneider-
Hohendorf et al., 2012). Dadurch, dass sich CD8* T-Zellen nicht nur am Ort der
Entzindung, namlich im entzindeten Nerv durch Nervenbiopsie, sondern auch
systemisch im peripheren Blut von CIDP-Patienten nachweisen liel® (Hohlfeld and
Dornmair, 2012), liegt eine systemische Ausbreitung Uber die Blutbahn in sekundare
Lymphorgane nahe (T. Schneider-Hohendorf et al., 2012). Mittels moglicher, daraus
resultierender (Auto-)Antigen-Prasentation in den sekundaren Lymphorganen,
konnten weitere Nerven attakiert werden. In dieser Arbeit konnte durch die
Untersuchung des peripheren Blutes am ehesten eine systemische Antigen-
Prasentation bestatigt werden, wobei zusatzlich zu kérpereigenen (Auto-)Antigenen
auch Virusinfektionen die CIDP triggern koénnten. Beide Triggermaoglichkeiten
unterstutzen eine vermehrte Anzahl an CD8" T-Zellen bei CIDP-Patienten.

Auch neueste Studien zeigen eine Pradominanz autoreaktiver T-Zellen im
Pathomechanismus der CIDP (Klehmet et al., 2015, 2014), so dass gemeinsam mit
den hier gefundenen Ergebnissen eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion im Rahmen

der CIDP am ehesten im Vordergrund stehen konnte.

6.2.4 CIDP und Virusinfektionen

Zur Diskussion steht, ob das Auftreten oligoklonaler Verteilungen mit einer
chronischen T-Zell-Antwort auf Infektionen einhergeht (D N Posnett et al., 1994; R
Schwab et al., 1997).

Zytotoxische CD8* T-Zellen sind hauptsachlich fur die Immunabwehr von
Virusinfektionen verantwortlich (R. M. Buller et al., 1987).

Schon sehr friih gab es Hinweise auf mdgliche Zusammenhange von Virusinfektionen
und chronischen Autoimmunerkrankungen (M. B. Oldstone, 1989), wie z. B. die
rheumatoide Arthritis, der systemische Lupus Erythematodes (SLE) oder die Multiple
Sklerose (Munz et al.,, 2009) und méglicherweise auch die CIDP. Besonders die

Tendenz zur oligoklonalen Expansion von CD8* T-Zellen, wie sie in dieser Arbeit auch
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bei der CIDP nachweisbar war, wird im Rahmen einer chronischen T-Zell-Reaktion im
Zusammenhang mit Virusinfektionen diskutiert (D. N. Posnett et al., 1994; R. Schwab
et al., 1997). Interessanterweise konnten bei untherapierten CIDP-Patienten eine
hohere Epstein-Barr-Virus (EBV) Kopienzahl, sowie maldig erhohte EBV-spezifischen
lgG festgestellt werden, was mogliche Hinweise auf einen Virus-getriggerten
Pathomechanismus bei CIDP-Patienten bieten kdonnte (J. D. Linemann et al., 2010).

In dieser Arbeit konnte eine vermehrte Expression von T-Zellen, insbesondere der
CD8* T-Zellen mit verandertem TCR-Repertoire beobachtet werden. Die vermehrte
CD8* T-Zell-Expression konnte moglicherweise auch im Rahmen einer Virusinfektion
entstanden sein. Ob tatsachlich Viren existieren und ob diese mit verantwortlich fir die
vermehrte CD8* T-Zell-Expression wahrend der CIDP sein kdnnten, bleibt weiterhin

ungeklart und kann eine mogliche Basis fur weitere Forschungen bieten.
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7. Schlussfolgerung

Mit Hilfe unserer Untersuchungen konnten wir zeigen, dass eine IVIg-Therapie das
TCR-Repertoire von CIDP-Patienten beeinflussen kann. Unsere Beobachtungen
ergaben eine signifikante Angleichung des TCR-Repertoires an eine Gauld'sche
Normalverteilung (J. Even et al, 1995, C. Pannetier et al., 1995) von
Kontrollprobanden, wobei der Effekt bei CD4* T-Zellen bei allen Verteilungen
signifikant, jedoch bei CD8" T-Zellen nur bei normalen und verschobenen Verteilungen
signifikant ausfiel. 1Vlg konnte somit einen antiinflammatorischen Effekt z. B.
vorzugsweise durch Antigen-Antikorper-Reaktion wegen des deutlicheren Einflusses
von CD4* T-Zellen im Rahmen der CIDP haben. Dadurch, dass wir lediglich das TCR-
Repertoire mit seinen unterschiedlichen Basenlangen untersucht haben, konnen wir
keine Aussage Uber Wechselwirkungen von MHC-I- oder MHC-II- Molekulen oder
Einflusse von Zytokinen, Chemokinen oder anderen Immunmodelatoren machen.

Wir konnten zeigen, dass es eine zufallige Verteilung von Abweichungen des TCR-
Repertoires von der Normalverteilung von Kontrollprobanden auf die jeweiligen Vj-
Elemente war. Dies konnte den Schluss zulassen, dass es sich um sehr
unterschiedliche bzw. zahlreiche (,Auto®) -Antigene im Pathomechanismus der CIDP
handeln musste.

Eine Korrelation zur Klinik konnten wir nicht beobachten, so dass das TCR-Repertoire
nach diesen Untersuchungen nicht als klinischer Marker dienen konnte. Jedoch haben
wir lediglich einen Vergleich von verschiedenen Patienten-Kohorten durchgefuhrt und
konnten den Einfluss von IVIg an 2 Patienten im Verlauf beobachten, so dass hier

weitere Untersuchungen durchgefihrt werden sollten.
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9. Anhang

9.1 Materialien

9.1.1 Puffer
PBS

2% FCS/PBS

5xPuffer

10xPuffer

9.1.2 weitere Substanzen
RosetteSep

Ficoll-Paque™Plus

TRIzol ® Reagenz

DEPC

81

Wasch-Puffer, Dulbeccoo’s
Phosphate Buffered Saline, Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Wasch-Puffer, 2% (v/v) FCS (,fetal
calf serum®), Lonza (Verviers, Belgien)
in PBS

cDNA Puffer, [250mM Tris-HCI (pH
8.3 bei Raumtemperatur), 375mM
KCI, 15mM MgClz], Invitrogen

PCR Puffer, [200mM Tris-HCI (pH
8.4), 500mM KCI], Roche Diagnostics
Deutschland GmbH  (Mannheim,
Deutschland)

Antikorpercocktail zur Separierung von
CD4* und CD8* T-Zellen STEMCELL
Technologies SARL, Grenoble,
Frankreich

endotoxin tested GE Healthcare Bio-

Sciences AB, Uppsala, Schweden

Invitrogen, Mannheim, Deutschland

PanReac AppliChem, Darmstadt,

Deutschland



Chloroform

Isopropanol (Isopropyl-Alkohol)

DTT (0,1M)

Glycogen

HiDi

400HD ROX (Grolenstandart)

Taqg DNA Polymerase

PCR Grade Nucleotide Mix

Carl Roth und Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Dithiothreitol, Invitrogen

Invitrogen

Applied  Biosystems  Deutschland
GmbH, Darmstadt, Deutschland

Applied Biosystems

Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

MMLYV reverse Transkriptase Invitrogen
RNase Inhibitor Invitrogen
9.1.3 Primer
Oligo dT Primer Invitrogen
CB-Primer (FAM-markiert) Invitrogen
VB-Primer Invitrogen
9.1.4 Oligonukleotid-Sequenzen
Sequenzvom 5'- | Position Reaktions-Set
Primer zum 3'-Ende (Kodon)
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VB1 human

CAA CAG
CCT GAC
CAC

TTC
TTG

84

VB2 human

TCA ACC
CAA GCC
CCT

ATG
TGA

86

VB3 human

TCT AGA
AAG AAG
CGC

GAG
GAG

86

VB4 human

CAT ATG
GTG GAT
TCATT

AGA
TTG

122

VB5.1 human

TTC AGT
ACA CAG
AAC

GAG
AGA

135

VB5.2 human

CCT AAC
AGC TCT
CTG

TAT
GAG

75

VB6 human

AGG CCT
GGA TCC
TC

GAG
GTC

81

VB7 human

CTG AAT
CCA ACA
CTC

GCC
GCT

86

VB8 human

TAC TTT
AAC AAC
CCG

AAC
GTT

144

VB9 human

AAA TCT
GAC AAA
CAC

CCA
GCT

84

VB10 human

CAA AAA
ATC CTG
CTT

CTC
TAC

76

83




VB11 human

ACA
AGA
ACG

GTC
ATA

TCC
AGG

90

VB12 human

GAC
GAA
GAT

GTC

GGA
TCA

117

VB13.1 human

GAC
GAA
AAT

CAA
GTC

GGA
CCC

117

VB13.2 human

GTT
GGT
GCC

GGT
ACA

GAG
ACT

135

VB14 human

TCT
GAG
AAT

CGA
AAG

AGG

84

VB15 human

GTC
CAG
GCT

TCT
GCA

CGA
CAG

87

VB16 human

GAG
CAG
TCC

TCT
GAT

AAA
GAG

132

VB17 human

CAC
TAA

AGA
ATG

TTC AG

TAG
ACT

137

VB18 human

GAG
ATG
GAA

TCA
CCA

GGA
AAG

117

VB19 human

CCC CAA GAA
CGCACCCTGC

79

VB20 human

TCT GAG GTG
CCC CAG AAT

CTC

111

84




GAT ATG AGA | 143 L
ATGAGG AAG
VB21 human CAG

CAG AGA AGT | 122 F
CTG AAA TAT
VB22 human TCGA

TCA TTT CGT | 146 A
TTT ATG AAA
VB23 human AGA TGC

AAA GAT TTT | 129 K
AAC AAT GAA
VB24 human GCA GAC

X2 - CTT CTG
ATG GCT CAA

CB human ACAC
a X bedeutet

fluoreszenz-markiert.

Die Primer wurden in Primersets (A bis L) so gemischt, dass bis zu drei Primer
abhangig von der ProduktgrofRe in einem Gemisch kombiniert werden konnten.
Die Oligonukleotid-Sequenzen wurden modifiziert nach (Monteiro et al., 1996;
Schwab et al., 2009).

Name Primer Produktgrofie in bp
A 1 18 23 84 117 146
B 2 4 8 86 122 144
C 3 13,1 86 117
D 5,2 5,1 75 135
E 6 20 81 111
F 7 22 86 122
G 9 16 84 132
H 11 12 90 117
I 15 13,2 87 135
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J 14 17 84 137

K 19 24 79 129

L 10 21 76 143
9.1.5 Gerate

Zentrifuge fur Falcon-Tubes

Zentrifuge fur Eppendorf-Tubes

Vortex

Mini-Eppendorf-Zentrifuge

PCR-Maschine

Thermocycler / PCR-Block

Automatisches Sequenziergerat

Nanodrop 2000
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Multifuge 3 S-R Heraeus, Thermo

Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland
Thermo Scientific Heraeus Fresco 17
Centrifuge, Thermo Electron, LED

GmbH, Osterode, Deutschland

Labinco L46, Breda, Niederlande

Mini spin plus, von der Firma
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

PCR System 9700, GeneAmp,
Applied Biosystems (Kalifornien,
USA)

Biometra TRIOThermoblock,

Goéttingen, Deutschland

ABI Prism 310 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems
GmbH, Darmstadt, Deutschland

Deutschland

NanoDrop products, Thermo

Scientific, Wilmington, USA




10.

AIDP
APC
Apoptose
AK

Aza

Ax

B

BNS

C

CCD
CCR/CXR
CD
cDNA
CDR3
CIDP
CMT1a

Cyclo
D
Demy
DM
DEPC
DN
DTT
EAN
EDTA
EFNS
ER

f
FCS/PBS

Abkurzungsverzeichnis

Akut inflammatorisch demyelinisierende Polyneuropathie
Antigen-prasentierende Zelle

Zelltod

Antikorper

Azathioprin

Axonal

B-Zelle

Blut-Nerven-Schranke

Konstantes Gen-Segment

englisch: charge-coupled device, ladungsgekoppeltes Bauteil
Englische Abkurzung fir Chemokin-Rezeptor
Unterscheidungsgruppen

Komplementare Desoxyribonukleinsaure

3. hypervariable Region des TCR

Chronisch inflammatorisch demyelinisierende Polyradikuloneuropathie
Hereditare motorisch-sensorische Neuropathie Typ 1 / HMSN1 /
Morbus Charcot-Marie-Tooth

Cyclophosphamid

Diversity / vielfatiges Gen-Segment

Demyelinisierend

Diabetes mellitus

Diethyldicarbonat, Diethylpyrocarbonat

Doppeltnegativ

Dithiothreitol

Experimentelle autoimmune Neuritis
Ethylendiamintetraessigsaure

Europaische Vereinigung flr Neurologie

Endoplasmatisches Retikulum

Weiblich

Fetales Kalberserum in phosphatgepufferter Kochsalzlésung
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KP

LOS

LSS

m
MADSAM

MgCl2
MGUS
MHC
MMF
M-MLV
MMN
MMP
MO
Mot
MP
mMRNA
MRT
MS
niPNP
N-

NO

Guillan-Barré-Syndrom
Monosialogangliosid 1 Antikorper
Wasser

Humanes Immundefizienz-Virus
Humanes Leukozyten Antigen
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Intravendses Immunglobulin
Verknupfendes Gen-Segment
Konfidenzintervall

Kontroll-Patienten

Lipooligosaccharid
Lewis-Sumner-Syndrom

Masculin / mannlich

Multifokale erworbene demyelinisierende sensorische und motorische
Neuropathie / Lewis-Sumner-Syndrom
Magnesium-Chlorid

Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
Haupthistokompatibilitatskomplex
Mycophenoltat Mofetil

Moloney Murine Leukamie reverse Virus Transkriptase
Multifokale motorische Neuropathie
Matrix-Metalloproteasen

Makrophagen

Motorisch

Methylprednisolon
Messenger-Ribonukleinsaure
Magnetresonanztomographie

Multiple Sklerose
Nichtinflammatorische Polyneuropathie
Bindung am Zucker (N-Glykosid)-Rest

Stickstoffmonoxid
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NOD- Non-Obese Diabetic

NS Nicht signifikant

NV Nicht verfugbare Daten

PCR Polymerasekettenreaktion

PE Plasma exchange / Plasmaaustausch
PNS Peripheres Nervensystem

P- Bindung am Phosphorsaurerest

RA Rheumatoide Arthritis

RNA Ribonukleinsaure

Ritux Rituximab

Rpm Umdrehungen pro Minute

tRNA Transfer-Ribonukleinsaure

TCR T-Zell-Rezeptor

T T-Zelle

TH T-Helfer-Zelle

TNF Tumornekrosefaktor

TGF Transforming Growth Factor / transformierender Wachstumsfaktor
SD Standartabweichung

SENS Sensibel

SLE Systemischer Lupus erythematodes
Vv Variable / variables Gen-Segment
ZNS Zentrales Nervensystem

* signifikant
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