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Serological indication of chronic
inflammatory demyelinating
polyneuropathy as an extrahepatic
manifestation of hepatitis E virus
infection

S. Pischke®27*, A. Kjasimov'7, T. Skripuletz37, C. Casar?, J. Bannasch'?*, M. Mader?,
S. Huber?, F. Konen3, A. Wolski®, T. Horvatits2, S. Gingele3, S. Peine®, J. Hiller®, T. Seeliger?,
G. Thayssen®, M. Litgehetmann?*, J. Schulze zur Wiesch¥?, A. Golsari® & M. Gelderblom®

Guillain—Barré syndrome and neuralgic amyotrophy have been associated with hepatitis E virus
(HEV) genotype 3 infections, while myasthenia gravis (MG) has been associated with HEV genotype
4 infections. However, whether chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy (CIDP) is
associated with HEV infections has not been conclusively clarified yet. 102 CIDP patients, 102 age-
and sex-matched blood donors, 61 peripheral neuropathy patients (non-CIDP patients), and 26 MG
patients were tested for HEV and anti-HEV IgM and IgG. Sixty-five of the 102 (64%) CIDP patients
tested positive for anti-HEV IgG and one (1%) for anti-HEV IgM. No other patient tested positive

for ati-HEV IgM. In the subgroup of CIDP patients with initial diagnosis (without previous IVIG
treatment), 30/54 (56%) tested positive for anti-HEV IgG. Anti-HEV rates were significantly lower

in blood donors (28%), non-CIDP peripheral neuropathy patients (20%), and MG patients (12%). No
subject tested positive for HEV viremia. CSF tested negative for in 61 CIDP patients (54 patients with
primary diagnosis). The development of CIDP but not non-CIDP polyneuropathy may be triggered by
HEV exposure in an HEV genotype 3 endemic region. The increased anti-HEV seroprevalence in CIDP
patients is not a consequence of IVIG therapy.

Keywords HEV, Hepatitis E, CIDP, Myasthenia gravis, Anti-HEV-IgG

Hepatitis E virus (HEV) infections can cause liver inflammation and hepatitis and are also linked to various
neurological disorders and diseases affecting other organs'. HEV has also been shown to replicate in vitro in
neuronal tissue?, and HEV has been repeatedly detected in the cerebrospinal fluid (CSF) of infected individuals
with neurological symptoms®-.

HEYV affects both central and peripheral nervous system processes. It has been associated with Guillain-Barré
syndrome (GBS) and neuralgic amyotrophy (NA)”~'%. Furthermore, detectable HEV in the CSF can persist despite
its clearance in blood and feces'"'?. All of these studies were conducted in Europe, an area where the consump-
tion of pork endemically transmits the HEV genotype 3'. Thus, the associations between various neurological
diseases and HEV genotype 3 infections are now established’.

In contrast, a potential association between HEV infections and myasthenia gravis (MG) is still debated.
Myasthenia gravis is an autoimmune disease characterized by muscle weakness and fatigue, seems to be mainly
B-cell mediated, and is associated with various specific antibodies'®. In 2014, Belbezier et al.'* reported the case
of an immunocompetent woman with acute HEV infection and concurrent MG. In 2018, Wang et al.!® reported
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a remarkably high rate of HEV viraemic and anti-HEV-IgM-positive patients in a cohort of 188 patients with
MG onset from Beijing. Five percent of these patients (n=10) tested positive for anti-HEV-IgM, and four of
these patients were HEV viremic. HEV Genotyping revealed the common Chinese genotype 4 in all of them.
However, this finding has not yet been investigated in European MG patients who are at risk of exposure to HEV
GT3 rather than GT4.

Chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy (CIDP) is a rare neurological disorder of the peripheral
nervous system'®. CIDP is an immune-mediated neuropathy defined by clinical progression for more than two
months and electrodiagnostic evidence of peripheral nerve demyelination'”. The cause of CIDP is considered
to be an autoimmune disorder. In contrast to GBS and NA, an association with HEV has not yet been proven
for CIDP. CIDP is a rare disease affecting approximately 5 in 100,000 people'®. It commonly occurs in the 6th
and 7th decades of life, with males being more commonly affected than females'®. CIDP patients suffer from a
range of clinical symptoms?®.

Frequently, CIDP patients develop proximal and distal weakness in their limbs for weeks to months. Dif-
ficulties in fine motor skills as well as sensory disturbances are typical. The course of CIDP often rapidly pro-
gresses within a few months and can be either continuous or relapsing. A recent study from southern Germany
investigated the anti-HEV IgM and IgG seroprevalence in a broad and less well-defined cohort of 99 patients
with various neurological diseases'®. In a small subgroup of 28 patients with acute inflammatory demyelinating
polyneuropathy (AIDP) or chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy (CIDP), 25% tested positive or
borderline for anti-HEV IgG. However, the study’s authors did not specify how many patients had AIDP versus
CIDP, leaving the anti-HEV IgG seroprevalence in CIDP patients unclear.

Furthermore, a recent study from Italy showed that patients with CIDP (n=282) had a significantly higher
seroprevalence (39%) than the general population (45/269, 17%). The authors concluded that the passive transfer
of anti-HEV antibodies through intravenous immunoglobulins (IVIGs) is the most likely explanation for this
phenomenon®.

This study aims to clarify the potential association between HEV exposure and various immunologically
modulated neurological disorders of the peripheral nervous system, particularly CIDP, in Europe, where HEV
genotype 3 is endemic. Particularly the role of anti-HEV IgG positivity in the context of previous IVIG transfu-
sions should be investigated.

Materials and methods
This study is prospective with retrospective components. The study design and patient recruitment of the pro-
spective part are illustrated in Fig. 1, where 195 individuals were prospectively studied, including 41 CIDP
patients from Hamburg, Germany. Furthermore, 91 individuals from Hannover, Germany, including 61 CIDP
patients, were retrospectively studied. Hamburg and Hannover are located in northern Germany, are only 160 km
apart, and share sociocultural and eating patterns. All patients came from the region of these two cities.
Patients and controls were prospectively recruited from the Hamburg area during the first nine months of
2021. For this cohort, all adult patients of the outpatient clinic for peripheral nervous diseases at the University
Medical Center Hamburg-Eppendorf were unselectively invited to participate between May and September 2021.
All these patients suffered from chronic peripheral nervous system diseases/polyneuropathies. 67 individuals (41
CIDP patients and 26 non-CIDP patients with peripheral neuropathy) provided written informed consent and
were included in the study. Testing for anti-HEV IgG and IgM was conducted using Wantai ELISA tests (Wantai
Bejing, China). To confirm anti-HEV IgG positivity, a blot (Mikrogen recomblot, Neuwied Germany) was used
according to the manufacturer’s instructions, as described previously®. This commercial immunoblot not only
confirmed the anti-HEV IgG serostatus, but also classified the antibody response according to HEV epitopes.
PCR was performed with a commercial assay from Altona Diagnostics (Hamburg, Germany).
Retrospective samples from Hannover, collected over the previous decade, were also analyzed after
anonymization.

~— Prospective recruitment - -
Electrophysiology data available
* 41 CIDP patients >

26 patients with non-CIDP peripheral neurological diseases ALT and AST results available
e 26 Myasthenia gravis patients
Testing for HEV e 102 blood donors (matching to all CIDP patients)
and anti HEV
lgGanigM <

Age and sex known

"~ Testing of anonymized retrospective cohort

61 CIDP patients (including 54 with initial diagnosis) —— < | Cerebro spinal fluid available
¢ 35 patients with non-CIDP peripheral neurological diseases

Figure 1. Study design and patient recruitment: 195 prospectively and 96 retrospectively studied individuals.
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Additionally, plasma samples from 26 patients with myasthenia gravis (MG) from Hamburg and 102 age-
and sex-matched blood donors from Hamburg were serologically tested for anti-HEV IgG and IgM, as well as
HEV by PCR.

For organizational reasons, the 26 MG patients were not tested with the Altona diagnostic PCR but with the
Roche Cobas TagMan 6800 PCR (Roche, Hilden, Germany).

To validate the anti-HEV-IgG seroprevalence rate determined in the prospective cohort of 41 CIDP patients
from the University Hospital Hamburg Eppendorf, a second cohort of 61 CIDP serum samples and 35 patients
with non-CIDP neurological peripheral diseases from Hannover Medical School was tested for anti-HEV IgG
and IgM, as well as HEV by PCR.

All CIDP patients (n=102) were compared with an age- and sex-matched control group of 102 blood donors
collected at the beginning of 2021. Due to the limited number of blood donors older than 70, exact matching
was not possible, resulting in insignificant deviations.

Furthermore, all CIDP patients were tested for anti-CMV IgG (ELISA Viditest, MoBiTec, Goettingen, Ger-
many). To further characterize the specificity of the anti-HEV IgG ELISA (Wantai) in the cohort of CIDP
patients, the anti-CMV IgG seroprevalence in this group was compared with the anti-CMV seroprevalence of
another cohort. This control group for anti-CMV IgG testing consisted of 553 patients with chronic liver or
kidney diseases who were on waiting lists for organ transplantation, none of these patients previously received
IVIG treatment.

To identify specific risk factors significantly associated with the previous HEV exposure 66 prospectively
studied patients (40 CIDP, 26 non-CIDP) answered a questionnaire (Supplementary Table 1).

This study was approved by the local ethics committees of the Medical Council of Hamburg and the Hannover
Medical School (WE-138/20, 9741_BO_S_2021). The study was conducted following the recommendations of
the Declaration of Helsinki.

Statistical analysis was performed as follows: continuous variables with a nonnormal distribution are
expressed as the median and interquartile range (IQR). Groups were compared using the Mann-Whitney U
test. Categorical variables are expressed as numbers (%) and were compared with Fisher’s exact test. P values
less than 0.05 were considered to indicate statistical significance. Statistical analyses were performed using SPSS,
version 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

We utilized the R function glm (version 4.2.3, R Foundation for Statistical Computing, Vienna) for logistic
regression with anti-HEV status as the response variable and patient group, age, and city of sample origin as
independent variables.

Results

As a main finding, significantly more patients with CIDP tested positive for anti-HEV-IgG (64%, 65/102) than
did age- and sex-matched blood donors (28%, 29/102), patients with non-CIPD peripheral neuropathy (20%,
12/61) or MG patients (12%, 3/26) (p=0.002 each; Fig. 2). None of these individuals tested positive for HEV
RNA by PCR.

In detail, Sixty-one non-CIDP polyneuropathy patients had alcohol toxicity or diabetes-related polyneuropa-
thy (n=16), multifocal motoric neuropathy (n=15), collagenosis-associated neuropathy (n="7), paraneoplastic
neuropathy (n=4), or a single rare disease (n=19). The seroprevalence of patients with non-CIDP polyneu-
ropathy (20%) was not significantly different from that of MG patients (p=0.55) or blood donors (p=0.27).
Furthermore, the seroprevalence among blood donors did not show a significant difference compared to that
among MG patients (p=0.13).

Motor and sensory nerve conduction studies (n=41) from the prospective CIDP cohort, as well as epitope
antibody profiling by blot, revealed no significant differences between anti-HEV-positive and anti-HEV-neg-
ative individuals (Tables 1 and 2). Unfortunately, these data were not available for the 61 retrospectively and
anonymized studied CIDP patients (Fig. 1).

While total IgG levels were within the normal range in all patients with peripheral nerve diseases, total IgG
levels were significantly greater in 86 anti-HEV-IgG-positive patients with peripheral nerve diseases (CIDP and
non-CIDP) than in 76 negative patients with peripheral nerve diseases (CIDP and non-CIDP). In contrast, nei-
ther the total IgG level nor the CIDP-typical antibody pattern significantly differed in the prospectively studied
group of 41 CIDP patients in the present study (Table 1).

The CIDP cohort consisted of 41 prospectively enrolled patients from Hamburg and 61 retrospectively stud-
ied patients from Hannover. The group of 61 retrospective patients (75% male, aged 32-81 years, mean age of
61 years) with stored and frozen serum samples included 54 patients with an initial diagnosis of CIDP. Among
the patients who had never received IVIG, 56% (30/54) tested positive for anti-HEV IgG (Fig. 2). This rate (56%)
represents a significantly increased seroprevalence compared to that in the blood donor control group (28%,
p=0.004), the non-CIDP cohort (20%, p=0.002) or the MG patients (12%, p=0.002).

Using logistic regression, we found a significantly lower chance of being anti-HEV positive in the healthy con-
trol group (OR=0.105, 95% CI [0.041, 0.254], p <0.001) and in the control group of non-CIDP polyneuropathy
patients (OR=0.094, 95% CI [0.033, 0.242], p <0.001) than in the CIDP group. Age (OR=1.01, 95% CI [0.989,
1.036], p>0.05) and the city from which the virus originated (OR=2.2, 95% CI [0.932, 5.49], p>0.05) had no
statistically significant effect on anti-HEV status.

Neither age nor time since initial diagnosis differed significantly between anti-HEV IgG-positive and -nega-
tive CIDP patients (supplementary Figs. 1 and 2).

All available serum and CSF samples (Fig. 1) tested PCR negative. All but one patient tested anti-HEV IgM
negative. This anti-HEV IgM-positive patient was a 73-year-old woman with an initial diagnosis of CIDP. She
had not previously received IVIG or other transfusions. However, 9 months earlier, the patient had a neurological
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Myasthenia gravis
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t p=0.002
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W

Subgroup of patients with CIDP initial diagnosis
(no previous immunoglobulins or transfusions)

44%
56%

Figure 2. Anti-HEV seroprevalence in different cohorts.

B Anti HEV IgG positive
= Anti HEV IgG negative

Sex 23 male (75%) 6 male (60%) 0.5
Age, years 66 65 1.0
IgG total, g/l 7,69 6,53 0.2
ALT, U/ml 27 24 0.7
GM11IgG,IgM |3 1 1.0
GM2 0 0 1.0
GM3 0 0 1.0
GQIb IgG 0 2 1.0
GD1b IgM 0 0 1.0

Table 1. Characteristics of prospectively studied CIDP patients (n=41)* *For data protection reasons, these
data were not available for the retrospective cohort from Hannover.

disorder associated with isolated radial nerve damage, and the diagnosis of CIDP could not be made at that time.
Fortunately, a serum sample from this episode 9 months before the initial diagnosis of CIDP was still available,
and at that time, the patient tested negative for common HEV by PCR, as well as for anti-HEV IgM and anti-
HEV IgG. Unfortunately, there was not enough material left to test the patient’s blood sample from this time
point for Rat-HEV.

Neither 9 months prior nor at the time of initial diagnosis did the patient have elevated AST or ALT values.
No further patients, including those with non-CIDP polyneuropathy and MG tested positive by anti-HEV IgM
test nor PCR.

To rule out the possibility that the anti-HEV IgG seroprevalence was due to nonspecific positivity from IVIG
administration, we conducted an additional serology test for anti-CMV IgG. In the group of CIDP patients
previously treated with IVIG, 98% were anti-CMV IgG positive (46/47). One patient did not have enough mate-
rial for this test. In contrast, in the group of patients who were initially diagnosed with CIDP, without previous
IVIG treatment, significantly fewer (50%) were anti-CMYV IgG positive (27/54, p=0.002). In a control group of
553 chronically ill liver or kidney patients (patients on the transplant waiting list, without previous exposure to
IVIG), a comparable rate of 58% (323/553) were anti-CMV IgG positive (p=0.3).

Scientific Reports |  (2024) 14:19244 | https://doi.org/10.1038/541598-024-70104-3 nature portfolio
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Anti HEV IgG positive (n=31) Anti HEV IgG negative (n=10) p value

Motor studies

Distal latency tibial (37/41)**, mean (Std. dev), ms 10.1 (20.7) 6.2 (1.6) 0.3
Distal latency peroneus (27/41)**, mean (Std. dev), ms 6.9 (3.9) 7.7 (4.8) 0.9
Distal latency ulnar 41/41)**, mean (Std. dev), ms 3.8 (1.7) 4.8 (3.0) 0.2
CMAP Amplitude tibial (37/41)**, mean (Std. dev), mV 2.7 (2.6) 1.9(2.3) 0.6
CMAP Amplitude peroneus (26/41)**, mean (Std. dev), mV/ 1.8 (1.5) 2.1(1.8) 0.8
CMAP Amplitude ulnar (41/41)**, mean (Std. dev), mV/ 5.5(2.7) 5.6 (2.4) 0.9
Minimal F latency tibial (17/41)**, mean (Std. dev), ms 62.9 (13.5) 64.2 (6.2) 0.8
Minimal F latency peroneus (5/41)**, mean (Std. dev), ms 61.1(10.1) 45.7 (40.0) 1.0
Minimal F latency ulnar (30/41) **, mean (Std. dev), ms 34.1(4.7) 33.3(6.9) 0.9
Sensory studies

Conduction velocity sural (17/41)**, mean (Std. dev) m/s 42.0 (5.3) 38.9 (6.6) 0.5
Conduction velocity ulnar (22/41)**, mean (Std. dev), m/s 46.8 (7.4) 37.8 (10.5) 0.1
Amplitude sural (17/41)**, mean (Std. dev), uv 8.8.7(7.1) 4.5(2.4) 0.4
Amplitude ulnar (23/42)**, mean (Std. dev), pv 8.3 (5.6) 7.2 (4.8) 0.7

Table 2. Nerve conduction velocity in 41 prospectively studied anti-HEV IgG-positive and -negative
CIDP patients* *For data protection reasons, these data were not available for the retrospective cohort
from Hannover. **Due to measurement difficulties and the retrospective assessment of these values, not all
parameters were available for all subjects.

We validated the relevant positive anti-HEV IgG tests (Wantai test) in the Hannover CIDP subgroup with an
initial diagnosis (no previous IVIG exposure) by testing available serum samples from 31 CIDP patients using
a blot (Recomblot, Mikrogen, Neuried, Germany). In 30 of these patients (97%), anti-HEV positivity was con-
firmed. In contrast, anti-HEV IgG positivity was confirmed by the blot in only two out of four (50%) non-CIDP
patients from the Hannover cohort (97% vs. 50%, p =0.03, chi-square test).

Eighteen of the 30 confirmed anti-HEV IgG-positive (Wantai) CIDP patients showed one positive line (all
reactive against O2CGT3), 10 tested positive for two lines (all reactive against O2CGT3 and O2c¢GT1), one
patient tested positive for three lines (reactive against O2CGT3, O2CGT1, and O3GT1), and the last patient had
four positive lines (reactive against O2CGT3, O2CGT1, O3GT1, and O3GT3) (Table 1).

To gain initial insights into whether anti-HEV IgG-positive and anti-HEV IgG-negative patients differ in
terms of clinical severity or symptoms of neurological damage, neurophysiological measurements were pro-
spectively studied in anti-HEV IgG-positive and anti-HEV IgG-negative CIDP patients (n=41). However, no
significant differences were found in this pilot study (Table 2).

We interviewed 66 patients with peripheral neuropathies to identify risk factors for contact with HEV and
thus anti-HEV IgG seropositivity. The cohort included 40 patients with CIDP (61%) and 26 with non-CIDP
(39%), with 38 testing positive for anti-HEV IgG (58%) and 28 testing negative (42%). The interviews covered
diet, occupation, hobbies, sexual orientation, number of transfusions, and number of pets (Supplementary
Table 1). No chi-square p-value for any of these parameters reached statistical significance. Specifically, pork
consumption did not significantly differ between anti-HEV IgG-positive and anti-HEV IgG-negative individu-
als (p=0.651).

Discussion

Several studies have demonstrated an association between HEV infection and neurological conditions like NA
or GBS, which are considered causative parainfectious autoimmune phenomena'. Our study clearly shows that
patients with CIDP, another rare neurological inflammatory disease of the peripheral nervous system, have a
significantly increased anti-HEV IgG seroprevalence (65%).

A recently published Italian study on 82 CIDP patients also found a significantly increased anti-HEV
seroprevalence!?, similar to our findings. However, unlike our study, the Italian researchers could not exclude
IVIG products and transfused anti-HEV antibodies as potential explanations for this observation. Consequently,
they interpreted this as the likely cause. CIDP patients generally receive treatment involving IVIG, plasmapher-
esis, and immunosuppression in various combinations, which have been shown to influence anti-HEV IgG
seroprevalence?' %,

A detailed examination of a subgroup of patients with an initial CIDP diagnosis (n=>54) was performed in
the current study to exclude the influence of these factors. This analysis revealed a significant increase in anti-
HEV IgG positivity (56%) in this cohort, which had never received IVIG. In nearly 100% of these patients, IgG
positivity was confirmed by a blot test. Therefore, prior exposure to HEV, rather than IVIG-mediated anti-HEV
IgG antibodies, is indeed the cause of the heightened anti-HEV seropositivity in CIDP patients.

Although total IgG levels (Invitrogen) were within the normal range in the CIDP cohort, anti-CMV IgG
was notably elevated, suggesting the likelihood of nonspecific false-positive serological results in CIDP patients
previously treated with IVIG. Specifically, 98% of the 47 patients previously treated with IVIG tested positive for
anti-CMYV IgG, while only 50% (27/54) of the untreated cohort tested positive for anti-CMV. This seroprevalence
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(50%) was slightly lower than the 58% anti-CMYV IgG seroprevalence observed in controls with chronic kidney or
liver disease (323/553). Therefore, nonspecific serological findings are not a concern in untreated CIDP patients.

A perplexing observation in our study was that total IgG serum levels were higher in CIDP patients who
tested positive for anti-HEV compared to those who tested negative, despite all IgG levels being within the
normal range. This finding remains inconclusive. It is speculative whether a single previous anti-HEV IgG posi-
tive IVIG infusion influenced this phenomenon or if the immune systems of patients with prior HEV exposure
were slightly more stimulated and tended to produce more antibodies. Future studies investigating the role of
anti-HEV avidity and the HEV-specific T-cell response in anti-HEV positive versus negative CIDP patients will
provide more insights.

Currently, it is unknown how many of the anti-HEV IgG-positive CIDP cases can be associated with prior
HEV exposure, as false-positive results cannot be entirely ruled out. However, the rate of anti-HEV IgG positivity
in the total cohort of CIDP patients (65%) and in the subgroup of untreated CIDP patients, who had never been
exposed to IVIG, does not differ significantly but is substantially elevated compared to our control groups and
the previously reported seroprevalence of 17% in the adult population in Germany***. Therefore, we conclude
that prior IVIG therapy does not explain the increased anti-HEV IgG seroprevalence in CIDP patients. However,
it remains undetermined to what extent, if any, IVIG has led to positive anti-HEV IgG test results in individual
patients without prior HEV exposure.

Furthermore, not all antibodies against other viruses are generally increased in CIDP patients with previous
IVIG therapy, as the anti-CMV seroprevalence was not increased. Notably, a previous study in patients with com-
mon variable immunodeficiency (CVID) receiving IVIG showed that anti-HEV OD values increased after IVIG
infusion but did not reach the positive cut-off?*. Additionally, during the COVID-19 pandemic, although anti-
SARS-CoV-2 IgG was found in several IVIG preparations, the anti-SARS-CoV-2 IgG serum levels in recipients
of these IVIGs were not significantly altered after infusion®. Based on these considerations, it is questionable
whether conventional IVIG transfusions can significantly influence the seroprevalence of a single pathogen,
including HEV, in a substantial number of patient groups.

Additionally, to ensure that the increased anti-HEV seroprevalence among CIDP patients is not limited to
Hamburg, we analyzed a second cohort of CIDP patients from Hannover (Fig. 1). By using two separate cohorts
from centers in northern Germany, located 160 km apart, we confirmed that CIDP patients have a significantly
higher anti-HEV IgG seroprevalence.

Future studies should investigate larger, multicenter cohorts and longitudinally test both serology and HEV-
specific T-cell responses from the onset of CIDP to gain further insights into the dynamics of the disease.

Of note, in the current study, one patient with CIDP tested positive for anti-HEV IgM, suggesting a potential
link between HEV exposure and CIDP development. While this single case should not be overinterpreted, it
might illustrate a plausible sequence of events: initial HEV exposure leading to mild neurological symptoms,
seroconversion, and subsequent CIDP emergence. This would shed light on the relationship between HEV infec-
tions and neurological diseases. Initially, it was hypothesized that neurological disorders might stem from viral
replication in neuronal cells. However, CIDP, typically considered autoimmune, challenges this view. Tradition-
ally, autoimmunity was thought to target myelin sheaths, but our findings suggest HEV's may play a direct role,
possibly initiating misdirected immune responses. This study is also pertinent to understanding myasthenia
gravis (MG). While a previous Chinese study linked HEV genotype 4 to MG, our European study found no such
association with HEV genotype 3, prevalent in our region. Nonetheless, our cohort of 26 MG patients may not
definitively exclude an association, warranting larger studies for validation.

In summary, our study clearly demonstrates an association between HEV exposure and CIDP, a rare immune-
mediated neurological disease. We confirm previous findings and show that elevated anti-HEV IgG levels in
CIDP patients are not linked to IVIG treatment. However, our study has limitations that future research should
address: our cohort of 102 CIDP patients, while substantial for this condition, calls for larger multicenter studies
for validation. Additionally, future investigations should explore the immunological findings in more detail (e.g.
analysis of the HEV-specific T-cell and B-cell responses, Antibody fine specificity, affinities, and cross-reactivity,
or the T and B cell repertoires) since the findings of the current study are solely based on serological findings.
Further subgroup analyses did not identify specific clinical or serological features unique to CIDP patients with
prior HEV exposure, suggesting a need for larger and more diverse cohorts, including appropriate controls.
Moreover, extending research to other neurological diseases, including those treated with IVIG, will help clarify
whether previous HEV exposure is specific to CIDP or common across various conditions.

Data availability
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1. Einleitung

Infektionen mit dem Hepatitis-E-Virus (HEV) kénnen nicht nur zu Leberentziindungen
fuhren, sondern stehen auch in Verbindung mit zahlreichen Erkrankungen anderer
Organe, einschliel3lich verschiedener neurologischer Storungen [1]. Zuséatzlich wurde
gezeigt, dass HEV in vitro in neuronalem Gewebe repliziert [2] und wiederholt im Liquor
cerebrospinalis (CSF) infizierter Personen mit neurologischen Symptomen
nachweisbar ist [3-6]. Daher ist davon auszugehen, dass HEV Infektionen das zentrale
wie periphere Nervensystem beeinflussen konnen und mit neurologischen
Erkrankungen assoziiert sind.

Sowohl das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) als auch die neuralgische Amyotrophie
(NA) wurden bereits mit HEV-Infektionen in Verbindung gebracht [7-10]. Zudem wurde
beobachtet, dass nachweisbares HEV im CSF persistieren kann, selbst nachdem das
Virus im Blut und Fazes bereits eliminiert wurde [11,12].

All diese Studien wurden in Europa durchgefihrt, einer Region, in der der HEV-
Genotyp 3 endemisch durch den Verzehr von Schweinefleisch Ubertragen wird [1].
Daher sind die Verbindungen zwischen verschiedenen neurologischen Erkrankungen
und Infektionen mit dem HEV-Genotyp 3 mittlerweile etabliert [1.]

Im Gegensatz dazu wird die mdgliche Assoziation zwischen HEV-Infektionen und
Myasthenia gravis (MG) weiterhin kontrovers diskutiert. Myasthenia gravis ist eine
Autoimmunerkrankung, die durch Muskelschwache und Ermidung gekennzeichnet
ist. Die Erkrankung scheint vorwiegend B-Zell-vermittelt zu sein und ist mit
verschiedenen spezifischen Antikorpern assoziiert [13]. Im Jahr 2014 berichteten
Belbezier et al. den Fall einer immunkompetenten Frau mit akuter HEV-Infektion und
gleichzeitig auftretender MG [14]. Im Jahr 2018 beschrieben Wang et al. von einer
bemerkenswert hohen Rate an HEV-Viramie und Anti-HEV-IgM-positiven Patienten in
einer Kohorte von 188 Patienten mit MG-Erstmanifestation in Peking [15]. Funf Prozent
dieser Patienten (n=10) waren positiv fur Anti-HEV-IgM, und bei vier dieser Patienten
wurde eine HEV-Viramie nachgewiesen. Die Genotypisierung ergab bei allen den in
China h&aufigen Genotyp 4. Diese Erkenntnisse wurden jedoch bisher nicht bei
europaischen MG-Patienten untersucht, bei denen am ehesten von einer Exposition
gegenuber dem Genotyp 3 auszugehen ist.

Die chronisch entztindliche demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) ist eine seltene
neurologische Erkrankung des peripheren Nervensystems [16]. Pathophysiologisch ist
es als eine immunvermittelte, peripher entzindliche Neuropathie einzuordnen, die
durch einen Krankheitsverlauf von mehr als zwei Monaten und korrespondierende
elektroneurographische Hinweise auf periphere Nervendemyelinisierung definiert ist
[17]. Diese Form der Polyneuropathie ist eine seltene Krankheit, die etwa 5 von
100.000 Menschen betrifft [16]. Sie tritt h&ufig im 6. und 7. Lebensjahrzehnt auf, wobei
Manner haufiger betroffen sind als Frauen [16]. Die klinische Symptomatik bei den
betroffenen Patienten kann sich mitunter vielféltig prasentieren und lasst sich teilweise
klinisch nicht sicher zuordnen [16].

Oft entwickeln CIDP-Patienten Uber Wochen bis Monate hinweg eine meist
symmetrisch proximale und distale Schwache ihrer GliedmalRen. Schwierigkeiten bei
feinmotorischen Fahigkeiten sowie sensorische Stérungen sind hierbei nicht
untypisch. Der Verlauf von CIDP schreitet haufig innerhalb weniger Monate schnell
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voran und kann kontinuierlich oder in Schiiben auftreten. Kirzlich wurde in einer Studie
aus Suddeutschland die Seropravalenz von Anti-HEV-IgM und IgG in einer breiteren
und weniger definierten Kohorte von 99 Patienten mit verschiedenen neurologischen
Erkrankungen untersucht [18]. In einer kleinen Untergruppe von 28 Patienten mit AIDP
(akute entzindliche demyelinisierende Polyneuropathie) und CIDP wurden 25 %
positiv oder grenzwertig fir Anti-HEV-IgG getestet. Leider geht aus der Studie nicht
hervor, wie viele der AIDP/CIDP-Kohorte AIDP und wie viele CIDP hatten, sodass die
Anti-HEV-1gG-Seropravalenz bei CIDP-Patienten noch nicht abschlieRend geklart ist.

Dartber hinaus zeigte eine kirzlich durchgefiihrte Studie aus Italien, dass Patienten
mit CIDP (n=82) eine signifikant hOhere Seropravalenz (39 %) aufwiesen als Kontrollen
aus der allgemeinen Bevolkerung (45/269, 17 %). Die Autoren schlussfolgerten, dass
die passive Ubertragung von Anti-HEV-Antikérpern durch intravendse Immunglobuline
(IVIGs) die wahrscheinlichste Erklarung fir dieses Phanomen ist [19].

In dieser Doktorarbeit sollte der potenzielle Zusammenhang zwischen einer HEV-
Exposition und verschiedenen immunologisch modulierten neurologischen
Erkrankungen des peripheren Nervensystems, insbesondere CIDP und MG, in
Europa, einer Region mit endemischem HEV-Genotyp 3, geklart werden.

2. Material und Methoden

Diese Studie ist prospektiv mit retrospektiven Anteilen. Das Studiendesign und die
Patientenrekrutierung des prospektiven Teils sind in Abbildung 1 dargestellt, wobei
195 Personen prospektiv untersucht wurden, darunter 41 CIDP-Patienten aus
Hamburg. Dariliber hinaus wurden 91 Personen aus Hannover- einschliel3lich 61
CIDP-Patienten- retrospektiv untersucht. Hamburg und Hannover liegen im Norden
Deutschlands, nur 160 km voneinander entfernt und teilen eine &hnliches
soziokulturelle Ernahrungsverhalten. Alle Patienten stammten aus der Region dieser
beiden Stadte.

- Prospektiver Anteil

: Elektrophysiologische
» 41 CIDP Patienten -
Messdaten vorli d
+ 26 Patienten mit einer nicht-CIDP peripheren Neuropathie SR
+ 26 Patienten mit einer Myasthenia gravis ALT und AST Werte
+ 102 Blutspender (gematched zu allen CIDP Patienten) vorliegend

Testung auf HEV und
anti- HEV lgG sowie IgM |

Alter und Geschlecht bekannt

‘. Testung der anonymisierten retrospektiven Kohorte

P
Liquor cerebrospinalis

+ 61 CIDP Patienten (inkludiert 54 Patienten mit Erstdiagnose)—“"< vorliegend
= 35 Patienten mit einer nicht-CIDP peripheren Neuropathie \

Abbildung 1: Studiendesign und Patientenrekrutierung. Prospektive Kohorte 195 Patienten;
Retrospektive Kohorte: 96 Patienten

Patienten und Kontrollpersonen wurden in den ersten neun Monaten des Jahres 2021
prospektiv aus dem Raum Hamburg rekrutiert. Fir diese Kohorte wurden alle
erwachsenen Patienten der Ambulanz fir periphere Nervenerkrankungen des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf zwischen Mai und September 2021
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unselektiv zur Teilnahme eingeladen. Alle diese Patienten litten an chronischen
Erkrankungen des peripheren Nervensystems/Polyneuropathien. 67 Personen (41
CIDP-Patienten und 26 Nicht-CIDP-Patienten mit peripherer Neuropathie) gaben eine
schriftliche Einverstandniserklarung ab und wurden in die Studie aufgenommen. Die
Testung auf Anti-HEV-IgG und IgM erfolgte mittels Wantai-ELISA-Tests (Wantai,
Peking, China). Zur Bestatigung der Anti-HEV-IgG-Positivitat wurde ein Blot (Mikrogen
Recomblot, Neuwied, Deutschland) gemafll den Anweisungen des Herstellers
verwendet, wie zuvor beschrieben. Dieser kommerzielle Immunoblot bestatigte nicht
nur den Anti-HEV-IgG-Serostatus, sondern klassifizierte auch die Antikdrperantwort
gemal den HEV-Epitopen. Die PCR wurde mit einem kommerziellen Assay von Altona
Diagnostics (Hamburg, Deutschland) durchgeftnhrt.

Retrospektive Proben aus Hannover, die im letzten Jahrzehnt gesammelt wurden,
wurden ebenfalls nach Anonymisierung analysiert. Zusatzlich wurden Plasmaproben
von 26 Patienten mit Myasthenia gravis (MG) aus Hamburg sowie zusatzlich 102
alters- und geschlechtsabgestimmten Blutspendern aus Hamburg serologisch auf Anti-
HEV-1gG und IgM sowie HEV mittels PCR getestet.

Aus organisatorischen Grinden wurden die 26 MG-Patienten nicht mit der Altona-
Diagnostik-PCR, sondern mit der Roche Cobas TagMan 6800 PCR (Roche, Hilden,
Deutschland) getestet.

Um die Anti-HEV-IgG-Seropravalenzrate in der prospektiven Kohorte von 41 CIDP-
Patienten des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf zu validieren, wurde eine
zweite Kohorte von 61 CIDP-Serumproben und 35 Patienten mit nicht-CIDP-bedingten
neurologischen peripheren Erkrankungen von der Medizinischen Hochschule
Hannover auf Anti-HEV-IgG und IgM sowie HEV mittels PCR getestet.

Alle CIDP-Patienten (n=102) wurden mit einer alters- und geschlechtsabgestimmten
Kontrollgruppe von 102 Blutspendern verglichen, die zu Beginn des Jahres 2021
gesammelt wurden. Aufgrund der begrenzten Anzahl alterer Blutspender tber 70
Jahren war eine exakte Anpassung nicht moglich, was zu unerheblichen
Abweichungen fuhrte.

Dartber hinaus wurden alle CIDP-Patienten auf Anti-CMV-IgG (ELISA Viditest,
MoBiTec, Gottingen, Deutschland) getestet. Um die Spezifitat des Anti-HEV-IgG-
ELISA (Wantai) in der Kohorte der CIDP-Patienten weiter zu charakterisieren, wurde
die Anti-CMV-lgG-Seropravalenz in dieser Gruppe mit der Anti-CMV-Seropravalenz
einer anderen Kohorte verglichen. Diese Kontrollgruppe fur die Anti-CMV-1gG-Testung
bestand aus 553 Patienten mit chronischen Leber- oder Nierenerkrankungen, die auf
der Warteliste fur die Leber- oder Nierentransplantation standen und keine vorherige
IVIG-Behandlung erhalten hatten.

Um spezifische Risikofaktoren zu identifizieren, die signifikant mit einer friheren HEV-
Exposition assoziiert sind, beantworteten 66 prospektiv untersuchte Patienten (40
CIDP, 26 Nicht-CIDP) einen Fragebogen (ergédnzende Tabelle 1).

Diese Studie wurde von den lokalen Ethikkommissionen der Arztekammer Hamburg
und der Medizinischen Hochschule Hannover genehmigt (WF-138/20,
9741 BO_S 2021). Die Studie wurde gemald den Empfehlungen der Deklaration von
Helsinki durchgefihrt.



Die statistische Analyse wurde wie folgt durchgefuihrt: Kontinuierliche Variablen mit
einer nicht-normalverteilten Verteilung werden als Median und Interquartilbereich
angegeben. Die Verteilung metrischer Parameter in verschiedenen Gruppen wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test verglichen. Kategoriale Variablen wurden als Zahlen (%)
angegeben und mit dem exakten Fisher-Test verglichen. P-Werte unter 0,05 wurden
als statistisch signifikant angesehen. Die statistischen Analysen wurden mit SPSS,
Version 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA), durchgefuhrt.

Fur die logistische Regression mit Anti-HEV-Status als Antwortvariable und
Patientengruppe, Alter und Herkunftsstadt der Probe als unabhdngigen Variablen
verwendeten wir die R-Funktion glm (Version 4.2.3, R Foundation for Statistical
Computing, Wien).

3. Ergebnisse

Als entscheidenden Hauptbefund konnten wir feststellen, dass signifikant mehr
Patienten mit CIDP positiv auf Anti-HEV-IgG getestet wurden (64%, 65/102) als alters-
und geschlechtsangepasste Blutspender (28%, 29/102), Patienten mit nicht-CIDP
peripherer Neuropathie (20%, 12/61) oder MG-Patienten (12%, 3/26) (jeweils p=0,002;
Abb. 2). Keiner dieser Patienten wurde mittels PCR positiv auf HEV-RNA getestet.

Myasthenia gravis

2

n=26

88%

I p = 0,002
Nicht- CIDP periphere Neuropathie CIDP Matched pair Blutspender
% p=0002 =4  p =0,002 28
n=61 +—> «—> n=102

80% 72%

Untergruppe von Patienten mit Erstdiagnose CIDP
(keine vorheriger IVIG Therapie oder Transfusionen)

n=54

M Anti HEV lgG positiv
Anti HEV IgG negativ

Abbildung 2: Anti-HEV Pravalenz in unterschiedlichen Kohorten.

Im Detalil litten 61 Patienten mit nicht-CIDP-Polyneuropathie an alkoholtoxischer oder
diabetesbedingter Polyneuropathie (n=16), multifokaler motorischer Neuropathie
(n=15), Kollagenose-assoziierter Neuropathie (n=7), paraneoplastischer Neuropathie
(n=4) oder einer einzelnen seltenen Erkrankung (n=19). Die Seropravalenz bei
Patienten mit nicht-CIDP-Polyneuropathie (20%) unterschied sich nicht signifikant von
der bei MG-Patienten (p=0,55) oder Blutspendern (p=0,27). Dartber hinaus zeigte die



Seropravalenz bei Blutspendern keinen signifikanten Unterschied zu der bei MG-
Patienten (p=0,13).

Motorische und sensorische Nervenleitungsstudien (n=41) aus der prospektiven
CIDP-Kohorte sowie die Epitope-Antikorperprofilierung mittels Blot ergaben keine
signifikanten Unterschiede zwischen Anti-HEV-positiven und Anti-HEV-negativen
Individuen (Tabelle 2). Leider standen diese Daten fur die 61 retrospektiv und
anonymisiert untersuchten CIDP-Patienten (Abb. 1) uns nicht zur Verfigung.

Anti HEV Anti HEV IgG

IgG positiv negativ p- Wert
(n=31) (n=10)
Motorische Nerven
Distale Latenz tibial (37/41)**, Mittelw. (Std. Abw.), ms 10.1 (20.7) 6.2 (1.6) 0.3
Distale Latenz peroneus (27/41)**, Mittelw. (Std. Abw.), ms | 6.9 (3.9) 7.7 (4.8) 0.9
Distale Latenz ulnar 41/41)**, Mittelw. (Std. Abw.), ms 3.8(1.7) 4.8 (3.0) 0.2
CMAP Amplitude tibial (37/41)**, Mittelw. (Std. Abw.), mV 2.7 (2.6) 1.9 (2.3) 0.6
CMAP Amplitude peroneus (26/41)**,Mittelw.(Std.Abw.), mV | 1.8 (1.5) 2.1 (1.8) 0.8
CMAP Amplitude ulnar (41/41)**, Mittelw.(Std.Abw.), mV 5.5 (2.7) 5.6 (2.4) 0.9
Minimale F-Latenz tibial (17/41)**, Mittelw.(Std.Abw.), ms 62.9 (13.5) 64.2(6.2) 0.8

Minimale F-Latenz peroneus (5/41)**, Mittelw.(Std.Abw.), ms | 61.1 (10.1) 45.7 (40.0) 1.0
Minimale F-Latenz ulnar (30/41) **, Mittelw.(Std.Abw.), ms 34.1 (4.7) 33.3(6.9) 0.9

Sensible Nerven

NLG sural (17/41)**, Mittelw.(Std.Abw.) m/s 42.0(5.3)  38.9(6.6) 0.5
NLG ulnar (22/41)**, Mittelw.(Std.Abw.), m/s 46.8 (7.4) 37.8 (10.5) 0.1
Amplitude sural (17/41)**, Mittelw.(Std.Abw.), uv 8.8.7(7.1) 4.5(2.4) 0.4
Amplitude ulnar (23/42)**, Mittelw.(Std.Abw.), pv 8.3 (5.6) 7.2 (4.8) 0.7

Tabelle 2.: Nervenleitgeschwindigkeit bei 41 prospektiv untersuchten anti-HEV-IgG-positiven und -
negativen CIDP-Patienten **Aus Datenschutzgrinden standen diese Daten fir die retrospektive
Kohorte aus Hannover nicht zur Verfiagung. **Aufgrund von Messschwierigkeiten und der retrospektiven
Erhebung dieser Werte waren nicht alle Parameter fir alle Probanden verflgbar.

Wahrend die Gesamt-IgG-Spiegel bei allen Patienten mit Erkrankungen des
peripheren Nervensystems im normalen Bereich lagen, waren die Gesamt-lgG-
Spiegel bei 86 Anti-HEV-1gG-positiven Patienten mit peripheren Nervenerkrankungen
(CIDP und nicht-CIDP) signifikant hoher als bei den 76 Anti-HEV-lgG-negativen
Patienten mit peripheren Nervenerkrankungen (CIDP und nicht-CIDP). Im Gegensatz
dazu unterschieden sich weder der Gesamt-lgG-Spiegel noch das CIDP-typische
Antikdrpermuster signifikant in der prospektiv untersuchten Gruppe von 41 CIDP-
Patienten in der vorliegenden Studie (Tabelle 1).



IgG positive (n=31) IgG negative (n=10) p-Wert

Geschlecht 23 mannlich (75%) 6 mannlich (60%) 0,5
Alter (Jahre) 66 65 1,0
IgG gesamt (g/l) 7,69 6,53 0,2
ALT (U/ml) 27 24 0,7
GM1 IgG, IgM 3 1 1,0
GM2 0 0 1,0
GM3 0 0 1,0
GQ1b IgG 0 2 1,0
GD1b IgM 0 0 1,0

Tabelle 1: Merkmale der prospektiv untersuchten CIDP-Patienten (n=41)* *Aus Datenschutzgriinden
waren diese Daten fir die retrospektive Kohorte aus Hannover nicht verfligbar.

Die CIDP-Kohorte bestand aus 41 prospektiv eingeschlossenen Patienten aus
Hamburg und 61 retrospektiv untersuchten Patienten aus Hannover. Die Gruppe der
61 retrospektiven Patienten (75% mannlich, im Alter von 32-81 Jahren,
Durchschnittsalter von 61 Jahren) mit zuvor gelagerten und eingefrorenen
Serumproben umfasste 54 Patienten mit einer Erstdiagnose von CIDP. Unter den
Patienten, die nie eine IVIG-Therapie erhalten hatten, wurden 56% (30/54) positiv auf
Anti-HEV-1gG getestet (Abb. 2). Diese Rate (56%) stellt eine signifikant erhthte
Seropravalenz im Vergleich zur Blutspender-Kontrollgruppe (28%, p=0,004), zur Nicht-
CIDP-Kohorte (20%, p=0,002) oder zu den MG-Patienten (12%, p=0,002) dar.

Mittels logistischer Regression fanden wir eine signifikant geringere
Wahrscheinlichkeit, Anti-HEV-positiv in der gesunden Kontrollgruppe (OR=0,105,
95%-ClI [0,041, 0,254], p<0,001) und in der Kontrollgruppe der Patienten mit nicht-
CIDP-Polyneuropathie (OR=0,094, 95%-CI [0,033, 0,242], p<0,001) zu sein,
verglichen mit der CIDP-Gruppe. Weder das Alter (OR=1,01, 95%-CI [0,989, 1,036],
p>0,05) noch die Stadt, aus der das Virus stammte (OR=2,2, 95%-CI [0,932, 5,49],
p>0,05), hatten einen statistisch signifikanten Einfluss auf den Anti-HEV-Status.

Weder das Alter noch die Zeit seit der Erstdiagnose unterschieden sich signifikant
zwischen Anti-HEV-IgG-positiven und -negativen CIDP-Patienten (Abb. 3 und 4). Alle
verfugbaren Serum- und Liquorproben (Abb. 1) wurden mittels PCR negativ getestet.
Alle- bis auf einen Patienten- wurden negativ auf Anti-HEV-IgM getestet. Dieser Anti-
HEV-IgM-positive Patient war eine 73-jahrige Frau mit einer Erstdiagnose von CIDP.
Sie hatte zuvor keine IVIG- oder andere Transfusionen erhalten. Neun Monate zuvor
hatte die Patientin jedoch eine neurologische Erkrankung, die mit isolierten
Radialisnervenschaden assoziiert war, und zu diesem Zeitpunkt konnte die Diagnose
CIDP nicht belastbar gestellt werden. Erfreulicherweise war eine Serumprobe aus
dieser Episode neun Monate vor der Erstdiagnose von CIDP noch verfugbar, und zu
diesem Zeitpunkt wurde die Patientin negativ auf endemisches HEV mittels PCR sowie
auf Anti-HEV-IgM und Anti-HEV-IgG getestet. Leider war nicht gentigend Material
Ubrig, um die Blutprobe der Patientin aus diesem Zeitpunkt auf Ratten-HEV zu testen.
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Abbildung 3: Das Alter unterschied sich nicht signifikant zwischen anti-HEV-1gG-positiven CIDP-
Patienten und anti-HEV-IgG-negativen CIDP-Patienten (prospektive Kohorte und retrospektive
Kohorte).
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Abbildung 4: Die Zeit seit der Diagnose unterschied sich nicht signifikant zwischen anti-HEV-1gG-
positiven und anti-HEV-lgG-negativen CIDP-Patienten (prospektive und retrospektive Kohorten
zusammengefasst).

Weder neun Monate zuvor noch zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wies die Patientin
erhohte AST- oder ALT-Werte auf. Keine weiteren Patienten, einschliel3lich derjenigen
mit nicht-CIDP-Polyneuropathie und MG, wurden positiv auf Anti-HEV-IgM oder PCR
getestet.

Um auszuschliel3en, dass die Anti-HEV-lIgG-Seropravalenz durch eine unspezifische
Positivitat aufgrund der [VIG-Verabreichung bedingt war, fuhrten wir einen
zusatzlichen Serologietest auf Anti-CMV-IgG durch. In der Gruppe der zuvor mit IVIG
behandelten CIDP-Patienten waren 98% Anti-CMV-IgG-positiv (46/47). Von einem
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Patienten lag uns fur die Untersuchung nicht ausreichendes Material vor. Im
Gegensatz dazu waren in der Gruppe der Patienten, die urspringlich mit CIDP
diagnostiziert wurden, ohne vorherige IVIG-Behandlung, signifikant weniger (50%)
Anti-CMV-IgG-positiv (27/54, p=0,002). In einer Kontrollgruppe von 553 chronisch
kranken Leber- oder Nierenpatienten (Patienten auf der Transplantations-Warteliste,
ohne vorherige Exposition gegeniber IVIG) war eine vergleichbare Rate von 58%
(323/553) Anti-CMV-1gG-positiv (p=0,3).

Wir validierten die relevanten positiven Anti-HEV-IgG-Tests (Wantai-Test) in der
Hannoveraner CIDP-Untergruppe mit einer Erstdiagnose (keine vorherige IVIG-
Exposition), indem wir verfugbare Serumproben von 31 CIDP-Patienten mittels Blot
(Recomblot, Mikrogen, Neuried, Deutschland) testeten. Bei 30 dieser Patienten (97%)
wurde die Anti-HEV-Positivitat bestatigt. Im Gegensatz dazu wurde die Anti-HEV-IgG-
Positivitdt durch den Blot nur bei zwei von vier (50%) Nicht-CIDP-Patienten aus der
Hannoveraner Kohorte bestatigt (97% vs. 50%, p=0,03, Chi-Quadrat-Test).

Achtzehn der 30 bestétigten Anti-HEV-IgG-positiven (Wantai) CIDP-Patienten zeigten
eine positive Linie (alle reaktiv gegen O2CGT3), zehn testeten positiv fir zwei Linien
(alle reaktiv gegen O2CGT3 und O2cGT1), ein Patient testete positiv fir drei Linien
(reaktiv gegen O2CGT3, O2CGT1 und O3GT1), und der letzte Patient hatte vier
positive Linien (reaktiv gegen O2CGT3, O2CGT1, O3GT1 und O3GT3) (Tabelle 1).

Um erste Einblicke zu gewinnen, ob sich Anti-HEV-1gG-positive und Anti-HEV-IgG-
negative Patienten hinsichtlich der klinischen Schwere oder der Symptome
neurologischer Schaden unterscheiden, wurden neurophysiologische Messungen
prospektiv bei Anti-HEV-lIgG-positiven und Anti-HEV-lgG-negativen CIDP-Patienten
(n=41) untersucht. Es wurden jedoch in dieser Pilotstudie keine signifikanten
Unterschiede festgestellt (Tabelle 2).

Mittels eines Fragebogens wurden 66 Patienten mit peripheren Neuropathien befragt,
um Risikofaktoren fir den Kontakt mit HEV und damit fur die Anti-HEV-IgG-
Seropositivitat zu identifizieren. Die Kohorte umfasste 40 Patienten mit CIDP (61%)
und 26 mit nicht-CIDP (39%), von denen 38 positiv auf Anti-HEV-IgG (58%) und 28
negativ (42%) getestet wurden. Die Befragung umfasste Erndhrung, Beruf, Hobbys,
sexuelle Orientierung, Anzahl der Transfusionen und Anzahl der Haustiere (Tabelle 3).
Der Chi-Quadrat-p-Wert erreichte fur keinen dieser Parameter statistische Signifikanz.
Insbesondere der Konsum von Schweinefleisch unterschied sich nicht signifikant
zwischen Anti-HEV-IgG-positiven und Anti-HEV-IgG-negativen Personen (p=0,651).

CIDP, anti-HEV | CIDP, anti- Nicht-CIDP, Nicht-CIDP,
Faktor IgG positiv HEV IgG anti-HEV IgG anti-HEV IgG
(n=30) negativ (n=10) | positiv (n=8) negativ (n=18)
21 (70%) 6 (60%) 8 (100%) 13 (72%)
Mannlich
28 (93%) 6 (60%) 6 (75%) 12 (67%)
In Deutschland geboren
9 (30%) 5 (50%) 2 (25%) 8 (44%)
Reisen auf3erhalb
Europas in
den letzten 5 Jahren
9 (30%) 3 (30%) 1 (13%) 4 (22%)
Frihere Transfusionen
28 (93%) 8 (80%) 6 (75%) 15 (83%)
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Schweinefleischkonsum

12 (40%) 2 (20%) 1 (13%) 4 (22%)
Konsum von rohem
Schweinefleisch
20 (67%) 7 (70%) 6 (75%) 13 (72%)
Wildfleischkonsum
17 (57%) 9 (90%) 6 (75%) 9 (50%)
Muschelkonsum
12 (40%) 3 (30%) 5 (63%) 8 (44%)
Konsum von rohem
Rindfleisch
5 (17%) 1 (10%) 3 (38%) 2 (11%)
Pferdefleischkonsum
17 (57%) 7 (70%) 6 (75%) 8 (44%)
Schaffleischkonsum
8 (27%) 6 (60%) 6 (75%) 6 (33%)
Konsum von rohem
Fisch
8 (27%) 5 (50%) 1 (13%) 5 (28%)
Ein Haustier haben
22 (73%) 8 (80%) 7 (88%) 10 (56%)
Kinder haben
3 (10%) 1 (10%) 0 (0%) 4 (22%)

Arbeit mit Schweinen
Arbeit im 4 (13%) 1 (10%) 2 (25%) 4 (22%)
Gesundheitswesen
0 (0%) 0 (0%) 1 (13%) 4 (22%)
Hobby: Reiten
2 (7%) 1 (10%) 1 (13%) 6 (33%)
Hobby: Angeln

Tabelle 3: Verteilung verschiedener mdoglicher HEV-Expositionsfaktoren (basierend auf einem
Fragebogen)

4. Diskussion

Mehrere Studien haben einen Zusammenhang zwischen einer HEV-Infektion und
neurologischen Erkrankungen wie NA oder GBS aufgezeigt [1]. Unsere Studie zeigt
nun eindeutig, dass Patienten mit CIDP, einer weiteren seltenen entzindlichen
Erkrankung des peripheren Nervensystems, eine signifikant erhéhte Anti-HEV-1gG-
Seropravalenz (65%) aufweisen.

Eine kurzlich veroffentlichte italienische Studie an 82 CIDP-Patienten fand ebenfalls
eine signifikant erhdhte Anti-HEV-Seropravalenz; ahnlich unseren Ergebnissen [19].
Im Gegensatz zu unserer Studie konnten die italienischen Forscher jedoch IVIG-
Produkte und transfundierte Anti-HEV-Antikorper als mégliche Erklarungen fur diese
Beobachtung nicht ausschliel3en und interpretierten dies folglich als wahrscheinlichste
Ursache. CIDP-Patienten werden in der Regel mit IVIG, Plasmapherese und
Immunsuppression in verschiedenen Kombinationen behandelt, von denen bekannt
ist, dass sie die Anti-HEV-IgG-Seropréavalenz beeinflussen [21-23].

In der vorliegenden Studie wurde eine detaillierte Untersuchung einer Untergruppe von
Patienten mit einer Erstdiagnose von CIDP (n=54) durchgefihrt, um den Einfluss eben
dieser Faktoren auszuschlie3en. Diese Analyse ergab eine signifikant hOhere Rate der
Anti-HEV-1gG-Positivitat (56%) in dieser Kohorte, die niemals IVIG erhalten hatte. Bei
fast 100% dieser Patienten wurde die IgG-Positivitat durch einen Blot-Test bestétigt.
Daher ist eine friihere Exposition gegenuber HEV, und nicht IVIG-vermittelte Anti-HEV-
IgG-Antikdrper, tatsédchlich die Ursache fur die erhdhte Anti-HEV-Seropositivitat bei
CIDP-Patienten.
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Obwohl die Gesamt-lgG-Spiegel (Invitrogen) in der CIDP-Kohorte im Normalbereich
lagen, war Anti-CMV-IgG auffallig erhdht, was die Wahrscheinlichkeit unspezifischer
falsch-positiver serologischer Ergebnisse bei zuvor mit IVIG behandelten CIDP-
Patienten nahelegt. Insbesondere waren 98% der 47 zuvor mit IVIG behandelten
Patienten positiv fur Anti-CMV-IgG, wahrend nur 50% (27/54) der unbehandelten
Kohorte positiv fir Anti-CMV getestet wurden.

Diese Seropravalenz (50%) war geringfligig niedriger als die 58% Anti-CMV-IgG-
Seropravalenz, die bei Kontrollpersonen mit chronischer Nieren- oder
Lebererkrankung (323/553) beobachtet wurden. Daher sind unspezifische
serologische Befunde bei unbehandelten CIDP-Patienten am ehesten nicht von
klinisch- prognostischer Bedeutung.

Eine nicht abschlieRend zu klarende Beobachtung in unserer Studie war, dass die
Gesamt-IgG-Serumspiegel bei CIDP-Patienten, die positiv auf Anti-HEV getestet
wurden, héher waren als bei denen, die negativ getestet wurden, obwohl alle 1gG-
Werte im normalen Bereich lagen. Diese Beobachtung blieb von uns nicht sicher
einordbar. Es ist spekulativ, ob eine einzelne frihere Anti-HEV-IgG-positive IVIG-
Infusion dieses Phanomen beeinflusst hat oder ob die Immunsysteme von Patienten
mit friherer HEV-Exposition etwas starker stimuliert waren und dazu neigten, mehr
Antikorper zu produzieren. Zukinftige Studien, die die Rolle der Anti-HEV-Aviditat und
der HEV-spezifischen T-Zell-Antwort bei Anti-HEV-positiven im Vergleich zu negativen
CIDP-Patienten untersuchen, kdnnten weitere Einblicke liefern.

Derzeit ist nicht bekannt, wie viele der Anti-HEV-1gG-positiven CIDP-Falle mit einer
friheren HEV-Exposition in Verbindung gebracht werden kénnen, da falsch-positive
Ergebnisse nicht vollstandig ausgeschlossen werden kdnnen. Die Rate der Anti-HEV-
IgG-Positivitdt in der gesamten Kohorte der CIDP-Patienten (65%) und in der
Untergruppe der unbehandelten CIDP-Patienten, die niemals IVIG erhalten haben,
unterscheidet sich nicht signifikant, ist aber im Vergleich zu unseren Kontrollgruppen
und der zuvor berichteten Seropravalenz von 17% in der erwachsenen Bevolkerung in
Deutschland erheblich erhéht [24, 25]. Daher kommen wir zu dem Schluss, dass eine
frihere IVIG-Therapie die erhéhte Anti-HEV-IgG-Seropravalenz bei CIDP-Patienten
nicht erklart. Es bleibt jedoch unklar, inwieweit, falls Gberhaupt, IVIG zu positiven Anti-
HEV-lgG-Testergebnissen bei einzelnen Patienten ohne frihere HEV-Exposition
gefuhrt hat.

Dartber hinaus sind nicht alle Antikérper gegen andere Viren bei CIDP-Patienten mit
vorheriger IVIG-Therapie generell erhdht, da die Anti-CMV-Seropravalenz nicht erhéht
war. Bemerkenswert ist, dass eine frihere Studie bei Patienten mit variabler
Immundefizienz (CVID), die IVIG erhielten, zeigte, dass die Anti-HEV-OD-Werte nach
IVIG-Infusion anstiegen, jedoch nicht den positiven cutt-off erreichten [26]. Zudem
wurden wahrend der COVID-19-Pandemie Anti-SARS-CoV-2-1gG in mehreren IVIG-
Praparaten gefunden, aber die Anti-SARS-CoV-2-1gG-Serumspiegel bei Empfangern
dieser IVIGs wurden nach der Infusion nicht signifikant verandert [26]. Aufgrund dieser
Uberlegungen ist es fraglich, ob konventionelle IVIG-Transfusionen die Seropravalenz
eines einzelnen Erregers, einschlielich HEV, in einer bedeutenden Anzahl von
Patientengruppen signifikant beeinflussen kdnnen.

Um sicherzustellen, dass die erhdhte Anti-HEV-Seropravalenz unter CIDP-Patienten
nicht auf Hamburg beschrankt ist, haben wir eine zweite Kohorte von CIDP-Patienten
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aus Hannover analysiert (Fig. 1). Durch die Verwendung von zwei getrennten Kohorten
aus Zentren in Norddeutschland, die 160 km voneinander entfernt sind, konnten wir
bestatigen, dass CIDP-Patienten eine signifikant hohere Anti-HEV-1gG-Seropravalenz
aufweisen.

Zukunftige Studien sollten gréf3ere, multizentrische Kohorten untersuchen und sowohl
die Serologie als auch die HEV-spezifischen T-Zell-Antworten vom Beginn der CIDP
an longitudinal testen, um weitere Einblicke in die Dynamik der Erkrankung zu
gewinnen.

Bemerkenswert ist, dass in der aktuellen Studie ein CIDP-Patient positiv auf Anti-HEV-
IgM getestet wurde, was auf einen potenziellen Zusammenhang zwischen HEV-
Exposition und der Entwicklung von CIDP hinweist. Obwohl dieser einzelne Fall nicht
Uberinterpretiert werden sollte, kénnte er eine plausible Abfolge von Ereignissen
veranschaulichen: eine initiale HEV-Exposition, die zu milden neurologischen
Symptomen, Serokonversion und anschlieBendem Auftreten von CIDP fihrt. Dies
konnte ndherungsweise den Zusammenhang und Ablauf zwischen HEV-Infektionen
und neurologischen Erkrankungen beschreiben. Anfangs wurde angenommen, dass
neurologische Stérungen durch die Virusreplikation in Nervenzellen verursacht werden
kénnten. CIDP, das bekanntlich als autoimmun- entziindlich bedingt beschrieben wird,
stellt diese Sichtweise jedoch in Frage. Traditionell wurde angenommen, dass
Autoimmunitat primar auf Myelinscheiden abzielt, aber unsere Ergebnisse legen nahe,
dass HEVs eine direkte Rolle spielen kdnnten, indem sie moglicherweise fehlgeleitete
Immunantworten auslésen. Diese Studie ist auch relevant fur das Verstandnis von
Myasthenia gravis (MG). Wahrend eine frihere chinesische Studie HEV-Genotyp 4 mit
MG in Verbindung brachte, fanden wir in unserer europaischen Studie keine derartige
Assoziation mit HEV-Genotyp 3, der in unserer Region vorherrscht. Dennoch kann
unsere Kohorte von 26 MG-Patienten eine Assoziation nicht definitiv ausschlie3en,
weshalb grof3ere Studien zur Validierung erforderlich sind.

Zusammenfassend zeigt unsere Studie eindeutig einen Zusammenhang zwischen
HEV-Exposition und CIDP, einer seltenen immunvermittelten neurologischen
Erkrankung. Wir bestéatigen frihere Erkenntnisse und zeigen, dass erhdhte Anti-HEV-
IgG-Spiegel bei CIDP-Patienten nicht mit einer IVIG-Behandlung in Verbindung
stehen. Unsere Studie hat jedoch Einschrankungen, die zukunftige Forschung
initiieren sollte: Unsere Kohorte von 102 CIDP-Patienten, ob der Tatsache einer
betrachtlichen Zahl fir diese Erkrankung, erfordert grof3ere multizentrische Studien zur
Validierung. Daruiber hinaus sollten zukinftige Untersuchungen die immunologischen
Befunde im Detail erforschen (z.B. Analyse der HEV-spezifischen T- und B-Zell-
Antworten, Antikorperfeinspezifitat, Affinitdaten und Kreuzreaktivitat oder der T- und B-
Zell-Repertoires), da die Ergebnisse der aktuellen Studie ausschlie3lich auf
serologischen Befunden basieren.

Weitere Untergruppenanalysen identifizierten keine spezifischen klinischen oder
serologischen Merkmale, die fur CIDP-Patienten mit friher HEV-Exposition einzigartig
waren, was auf einen Bedarf an gro3eren und vielfaltigeren Kohorten einschlief3lich
geeigneter Kontrollen hinweist. Dartber hinaus wird die Erweiterung der Forschung
auf andere neurologische Erkrankungen, einschlief3lich solcher, die mit IVIG behandelt
werden, dazu beitragen, zu klaren, ob frihere HEV-Exposition spezifisch fur CIDP ist
oder bei verschiedenen Erkrankungen verbreitet ist.
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5. Abbildungen und Tabellen

Abbildung 1: Studiendesign und Patientenrekrutierung: 195 prospektiv und 96
retrospektiv untersuchte Patienten

Abbildung 2: Anti-HEV-Seropréavalenz in verschiedenen Kohorten.

Abbildung 3: Das Alter unterschied sich nicht signifikant zwischen anti-HEV-IgG-
positiven CIDP-Patienten und anti-HEV-lgG-negativen CIDP-Patienten (prospektive
Kohorte und retrospektive Kohorte).

Abbildung 4: Die Zeit seit der Diagnose unterschied sich nicht signifikant zwischen anti-
HEV-lgG-positiven und anti-HEV-IgG-negativen CIDP-Patienten (prospektive und
retrospektive Kohorten zusammengefasst).

Tabelle 1: Merkmale der prospektiv untersuchten CIDP-Patienten (n=41).

Tabelle 2: Nervenleitgeschwindigkeit bei 41 prospektiv untersuchten anti-HEV-IgG-
positiven und -negativen CIDP-Patienten.

Tabelle 3: Verteilung verschiedener moglicher HEV-Expositionsfaktoren (basierend
auf einem Fragebogen)
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6. Abklrzungsverzeichnis

HEV -

CIDP -

MG -

IVIG -

CSF -

GBS -

NA -

PCR -

ELISA -

CMV -

DZIF -

BMBF -

HBRS -

SPSS -

NLG -

CMAP -

Hepatitis-E-Virus

Chronisch Entziindliche Demyelinisierende Polyneuropathie
Myasthenia Gravis

Intravendses Immunglobulin

Liquor cerebrospinalis (Zerebrospinalfliissigkeit)
Guillain-Barré-Syndrom

Neuralgische Amyotrophie
Polymerase-Kettenreaktion

Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
Zytomegalievirus

Deutsches Zentrum fir Infektionsforschung
Bundesministerium fur Bildung und Forschung

Hannover Biomedical Research School

Statistisches Analyseprogramm (Statistical Package for the Social

Sciences)

Nervenleitgeschwindigkeit

Compound muscle action potential (deutsch: Summenaktionspotenzial)
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7. Zusammenfassung in deutscher Sprache

Das Guillain-Barré-Syndrom und die neuralgische Amyotrophie sind bereits mit
Infektionen durch den Hepatitis-E-Virus (HEV) Genotyp 3 in Zusammenhang gebracht
worden, wahrend die Myasthenia gravis (MG) mit Infektionen durch den HEV-Genotyp
4 assoziiert ist. Diese Assoziationen legen nahe, dass verschiedene neurologische
Erkrankungen durch spezifische Genotypen des HEV hervorgerufen werden kénnten.
Allerdings ist bislang unklar, ob auch die chronisch entziindliche demyelinisierende
Polyneuropathie (CIDP) eine Folge von HEV-Infektionen sein kodnnte. Diese
Fragestellung ist von grofR3er Bedeutung, da CIDP eine schwerwiegende, oft chronisch
verlaufende Erkrankung des peripheren Nervensystems ist, deren Atiologie in vielen
Fallen unklar bleibt.

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 102 Patienten mit CIDP, 102 alters- und
geschlechtsabgestimmte Blutspender als Kontrollgruppe, 61 Patienten mit anderen
Formen der peripheren Neuropathie (ohne CIDP) sowie 26 Patienten mit Myasthenia
gravis (MG) auf das Vorhandensein von HEV und den Antikérpern Anti-HEV-IgM und
Anti-HEV-IgG getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass 65 der 102 (64 %) CIDP-
Patienten positiv auf Anti-HEV-IgG reagierten, wogegen lediglich ein Patient (1 %)
positiv auf Anti-HEV-IgM war. Zudem zeigte kein anderer Patient, weder in der Gruppe
der Blutspender noch in den Gruppen der peripheren Neuropathie oder MG, eine
positive Reaktion auf Anti-HEV-IgM.

Ein besonderes Augenmerk wurde auf die CIDP-Patienten mit Erstdiagnose gelegt,
die noch keine intravendse Immunglobulin-Therapie (IVIG) erhalten hatten. In dieser
Untergruppe prasentierten sich 30 von 54 (56 %) Patienten positiv auf Anti-HEV-IgG.
Im Vergleich dazu waren die Anti-HEV-Raten in den Kontrollgruppen signifikant
niedriger: nur 28 % der Blutspender, 20 % der Patienten mit nicht-CIDP peripherer
Neuropathie und lediglich 12 % der MG-Patienten zeigten eine positive Reaktion auf
Anti-HEV-IgG.

Bei keinem der untersuchten Probanden wurde eine HEV-Viramie festgestellt, und
auch die Analyse des Liquors bei 61 CIDP-Patienten (davon 54 mit Erstdiagnose)
ergab keine Hinweise auf HEV Positivitat. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die Entwicklung von CIDP moglicherweise durch eine Exposition gegeniber dem HEV,
insbesondere dem Genotyp 3, in Regionen, in denen dieser Genotyp endemisch ist,
ausgelost werden kdnnte. Dabei scheint die erhdhte Seropravalenz von Anti-HEV bei
CIDP-Patienten nicht auf die vorherige IVIG-Therapie zurtickzufihren zu sein, sondern
konnte vielmehr auf eine direkte autoimmune Reaktivitat der HEV-Infektion hindeuten.

Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse die Notwendigkeit weiterer Forschung, um
den potenziellen Zusammenhang zwischen HEV-Infektionen und der Entwicklung von
CIDP besser zu verstehen und mdoglicherweise neue therapeutische Ansatze zu
identifizieren.
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8. Zusammenfassung in englischer Sprache

Guillain—Barré syndrome and neuralgic amyotrophy have been associated with
hepatitis E virus (HEV) genotype 3 infections, while myasthenia gravis (MG) has been
associated with HEV genotype 4 infections. However, whether chronic inflammatory
demyelinating polyneuropathy (CIDP) is associated with HEV infections has not been
conclusively clarified yet.

102 CIDP patients, 102 age and sex-matched blood donors, 61 peripheral neuropathy
patients (non-CIDP patients), and 26 MG patients were tested for HEV and anti-HEV
IgM and 1gG. Sixty-five of the 102 (64%) CIDP patients tested positive for anti-HEV
IgG and one (1%) for anti-HEV IgM. No other patient tested positive for anti-HEV IgM.

In the subgroup of CIDP patients with initial diagnosis (without previous IVIG
treatment), 30/54 (56%) tested positive for anti-HEV IgG. Anti-HEV rates were
significantly lower in blood donors (28%), non-CIDP peripheral neuropathy patients
(20%), and MG patients (12%). No subject tested positive for HEV viremia. CSF tested
negative in 61 CIDP patients (54 patients with primary diagnosis).

The development of CIDP but not non-CIDP polyneuropathy may be triggered by HEV

exposure in an HEV genotype 3 endemic region. The increased anti-HEV
seroprevalence in CIDP patients is not a consequence of IVIG therapy.
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