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Informe per a la presentaciéo en format de compendi de publicacions de la
tesi doctoral titulada: “Anticossos contra antigens de membrana neuronal
en encefalitis paraneoplasica i idiopatica” i defensada per la doctoranda
Anna Boronat i Barado

Les publicacions presentades per I'obtencié del grau de doctor per la Universitat de
Barcelona, Programa de Doctorat de Biomedicina indicant factor d’impacte i
participacio de la doctoranda son les seglients:

Publicacions:

l. Titol: Encephalitis and antibodies to DPPX, a subunit of Kv4.2 potassium
channels.

Autors: BoronatA, Jeffrey.M, Gresa.N, Jeong.Hyo-Young, Walsh.Michael,
Roberts.).Kirk, Martinez-Hernandez.E, Rosenfeld.M, Balice-Gordon. M,
Graus.F, Bernardo.R, Dalmau.).

Revista: Annals of Neurology 2012. Accepted Article doi: 10.1002/ana.23756 13
SEP 2012

Factor d’impacte: | /.089 (dades any 201 1)

Participacio del doctorand: Aquest article detalla les caracteristiques cliniques e
immunologiques de 4 pacients amb simptomes psiquiatriques, en 3 dels casos
precedides per una diarrea intensa. S’identifica la molecula de superficie dipeptidyl-
peptidase-like protein-6 (DPP6 o DPPX), una subunitat auxiliar del canal de potassi
Kv4.2 com a nou antigen i diana dels anticossos d’aquests pacients. DPPX s’expressa
abundantment en I' hipocamp i cerebel. En aquest treball es demostra que la
molecula també s’expressa en les neurones del plexe mientéric de lintesti i que els
anticossos dels pacients reaccionen amb les neurones del cervell i de I'intesti donant
lloc a la sindrome.

La doctoranda en aquest cas ha desenvolupat personalment el treball tecnic gairebé
en la seva totalitat a excepcio dels animals deficients en la proteina. Va ser qui va
identificar la molecula que dona cos al desenvolupament de l'estudi. Ha descrit el
perfil immunologic de la malaltia demostrant la cross-reaccié dels anticossos en les
neurones del cervell i el intesti. També ha contribuit al disseny experimental del
proces.

Aquest treball acaba de ser publicat i no es preveu que s’utilitzi per cap més tesi.



2. Titol: Analysis of antibodies to surface epitops of contactin-2 in multiple
sclerosis.

Autors: Boronat A, Sepulveda M, Llufriu S, Sabater L, Blanco Y, Gabilondo I, Sola
N, Villoslada P, Dalmau J, Graus F, Saiz, A.

Revista: ].Neuroimmunology 2012; 244(1-2):103-6

Factor d’impacte 2.959

Participacio del doctorand: La contactina-2 ha estat identificada com a un
autoantigen reconegut tant per cel fules T com pels anticossos en alguns malalts amb
esclerosis multiple. Aquesta proteina esta expressada en oligodendrocits, cél lules de
Schwann i en la regio6 juxtaparanodal de les fibres mielinitzades, i també s’expressa en
les neurones de la substancia gris de I’ hipocamp i medul 1a espinal. La localitzacid
suggereix que els anticossos contra contactina-2 podrien estar implicats en les
lesions de la substancia gris en malalts amb EM. En aquest estudi s’ha analitzat la
freqliencia dels autoanticossos contra contactina-2 amb un sistema de transfeccio
cel lular en el serum de 105 pacients de EM amb almenys 5 anys de seguiment. (19
amb la sindrome aillada, 51 en fase remitent-recurrent, 20 secundariament
progressiva, i |5 primariament progressiva). Anticossos contra contactin-2 es van
detectar en 4 pacients en fase remitent-recurrent (7.8%). No es van observar
caracteristiques diferents en aquests pacients en quant a ressonancia magnetica
respecte als negatius per aquest anticos. Aquest anticos no és freqiientment associat
ala EM.

En concret, la doctoranda ha participat en tots els experiments descrits en aquesta
publicacié. Ha portat a terme personalment tots els experiments descrits en aquest
estudi.

Aquest treball no s’ha utilitzat en cap altre tesi doctoral.

3. Titol: GABA; receptor antibodies in limbic encephalitis and anti-GAD-
associated neurologic disorders.

Authors: Boronat A, Sabater L, Saiz A, Dalmau |, Graus F.
Revista: Neurology. 201 1. 1;76(9):795-800

Factor d’impacte: 8.312



Participacio del doctorand: D’aquest estudi podem concloure que els anticossos
anti-receptor GABA; son els anticossos més frequents en els pacients amb un perfil
d’encefalitis limbica associada a cancer de pulmé de celula petita, préviament
considerats “seronegatius”. Per contra, en pacients amb anticossos anti-GAD, la
freqiencia de trobar també anticossos anti-receptor de GABA; és baixa, i només
observada en un context paraneoplasic.

La participacié de la doctoranda en aquest estudi ha sigut la de fer la majoria dels
experiments per determinar la freqliiencia dels anticossos anti-GABA,.

Aquest treball no s’ha utilitzat per cap altra tesi doctoral i tots els co-autors disposen
del grau de doctor.

4. Titol: The expanding clinical profile of anti-AMPA receptor encefalitis.

Authors: Graus F, Boronat A, Xifré X, Boix M, Svigelj V, Garcia A, Palomino A,
Sabater L, Alberch J, Saiz A.

Revista: Neurology 2010; 74(10):857-9

Factor d’impacte 8.017

Participacio del doctorand:

Recentment s’ha descrit la presencia d’anticossos anti-receptor d’AMPA en un estudi
amb malalts d’encefalitis limbica. Amb I'objectiu de descriure el perfil clinic d’aquests

malalts, vam estudiar el cas de 30 pacients: |17 d’ells tenien EL tipica (dels quals 4 amb
anticossos anti-VGKC, 4 anti-GAD, 2 anti-AMPA, | anti-AK5, | anti-Hu, i 5 eren
negatius), i 13 no complien estrictament el criteri I’EL pero presentaven amb

comportaments anormals que recordaven una psicosis aguda (l1 dels quals tenien
anticossos anti-R-NMDA i 2 anti-R-AMPA). Com a conclusié la deteccié d’anticossos
anti-receptor AMPA s’hauria de considerar en pacients, particularment dones, de més
de 50 anys, que presenten EL o rapids i progressius canvis de comportament anormals
que recorden a una psicosis aguda.

Les proves convencionals d’estudis d’imatge i liquid cefaloraquidi no soén indicatius de la
malaltia, i els anticossos es poden detectar per immunohistoquimica sobre teixit de
rata post-fixat o teixit perfos amb paraformaldehid (métode habitual per la deteccid



dels anticossos onconeuronals), i es detecten preferentment en el liquid. Els resultats
suggereixen que la causa és immunomediada, i els pacients responen al tractament amb
immunosupressors.

La participacio de la doctoranda en aquest estudi ha estat realitzar gran part del treball
técnic tant cel fular com a nivell de teixit.

Aquest treball no s’ha utilitzat per cap altre tesi doctorals.

Directors de Tesi:

I.Dr. Francesc Graus Ribas 2. Dra. Lidia Sabater Baudet
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Agraiments

Un dia qualsevol

... 36n les 7:40 am, buff! Sona el despertador, hora de llevar-se... obro un ull mentre
em menjo les torrades i I'altre ull mentre em prenc el café davant les noticies del mati.
Bon dia compi! la Consol ja es lleva, i la Marta també? Quina hora és??? Ja em puc
donar pressa, cap a la dutxa, mentre vaig pensant que he de fer en el dia d’avui, angles?
shiatsu? swing? A no! Que ja és divendres! | avui tinc un dia intens de vida social!! Pero
abans cap a la feina, avui tindrem els resultats de la immunoprecipitacioé! Quins nervis!
Haura sortit bé? El marcador es veia bé, i aquella banda debil que s’intuia... podria ser
alguna cosa, no!... espero que hagi sortit bé, perque sind... quasi no queda mostra per
repetir-ho i continuar fent experiments... bé, sigui com sigui avui ho sabrem! Uoh! Ens
veiem noies que, com cada dia, ja he de coérrer! (La Marta i la Consol, les meves
compis de pis! una combinacié de converses, opinions i moments, que fan que la
convivencia sigui molt gratificant).

| ja arribo al lab! Veig a 'Eva amb 3 timers, robant-li temps al temps per quadrar tots els
horaris, miro el e-mail, i mentrestant acaben d’arribar la resta. Qué noies, “smorzing”?
Si pero rapid, que avui hem de fer molta feina i a més tenim reunio! “Brillo, brillo”!!
comencen ja els primers riures del mati, mentre comentem que la Quiroga ha enviat
un e-mail dient que ve aquest cap de setmana! Ja podem agafar forces, no sé d’ on treu
tanta energia aquesta noia! (Vaig comengar aquest cami amb I'Eva, la Merche i la Lidia, i
I'Esther i la Quiroga formant part d’aquest inimitable cluster. Sou una combinacié Unica,
professionalment m’heu ajudat i ensenyat, i personalment m’heu fet viure aquest temps
d’'una manera especialment positiva, i poc a poc, compartint moltes hores i
experiencies us heu convertit en molt més que companyes de feina).

Un café rapid envoltat d’anécdotes i riures, i cap al lab, ja ha arribat la Lidia, ens diu
que se’ns sentia venir pel passadis, li expliquem de que reiem, i just entra el Graus! si hi
ha algun moment en el que estem de disbauxa, sempre ens enganxa! Sera la llei de
Murphy, o en realitat té un sisé sentit i no es vol perdre aquests moments??? Sigui com
sigui, passa una per una i ens pregunta pels resultats, truca’m per rebel far! | els
resultats de la immunoprecipitacio, avui! Després em passo, truca’m eh! | aqui els
tenim, els meus directors de tesi! als qui agraeixo infinitament la confianga que van
dipositar en mi des del primer dia, i I'esfor¢ i les ganes que heu posat en aquest
projecte. El Graus, una ment clara i aparentment senzilla, quants cops hauré dit, com
pot ser que no se m’hagi acudit, si sembla obvi! Sembla obvi, pero no! darrera aquests
raonaments es reflexa una combinacié de saviesa i esforg, conceptes interrelacionats
que de manera didactica m’ha volgut transmetre en el dia a dia. | la Lidia, la meva
postdoc! la casualitat de coincidir en unes escales va fer que uns segons més tard
m’estigués fent una entrevista de feina! des d’aquell dia, sempre ha tingut un moment
per deixar el que estava fent i dedicar-me uns instants, sorprenent-me amb els seus
recursos i la capacitat autodidacta que té, m’ha transmeés les seves opinions cientifiques
i no cientifiques, i ha viscut el dia a dia d’aquesta tesi, ajudant-me a tirar-la endavant.
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Bé continuem amb la feina, comencen a sonar tots els timers alhora! Com pot ser, si jo
m’ho havia combinat perqué anessin sonant intercalats... i s’obra la porta, aquest cop és
el Saiz, a corre-cuita perque només té uns minuts, aprofita per mirar els resultats de la
immuno, amb aquells nimeros tant petits que fa la Merche... on havia deixat les
ulleres... bé és igual, anem per feina, sabem alguna cosa de larticle? Jo crec que
'acceptaran pero triguen molt en contestar.... Si, si, ho heu llegit bé, vam comengar
estudiant pacients amb encefalitis, gir inesperat, i cap a lesclerosi multiple, que
semblava que en aquest estudi obtindrem resultats més profitosos. | aqui esta I'Albert,
dirigint un dels treballs d’aquest projecte, dedicant-me una part del seu temps i dels
seus coneixements, contribuint aixi al desenvolupament d’aquesta tesi.

Vaig cap a la campana de cultius...good morning Myrna! que just esta obrint la porta a
'Eugenia. Quins bons records, i quina sort vaig tenir! Les escapades cientifiques
sempre resulten molt més facils i agradables si et trobes gent que fan que et sentis com
a casa quan estas en un indret llunya. | alla estaven ells, la Myrna, el Dalmau, la Maartje,
’Eugenia amb la petita Eva i el Charly, que amb I'inic objectiu de facilitar-me I'estancia
alla em van rebre calidament. | el que podia haver estat una pinzellada en el projecte
acompanyada de bons records, ha acabat sent una part important d’aquesta tesi, i
encara avui, el Josep i la Myrna em continuen transmeten els seus consells acompanyats
de temps i esforgos, en especial el Josep, una persona amb una constancia increible i
una ment privilegiada, un expert en aquesta recerca.

Sento el soroll d’'un plastic que s’obre, reconec aquest soroll! alguna bona noticia (o
senzillament una excusa qualsevol!) i quina millor manera de celebrar-ho que comprant
alguna cosa per picar, patates, galetes o alguna xocolata! Vaig comengar aquest cami
sent I'Gnica “chiquita”, i acabo aquesta etapa envoltada de la Maria, la Nuria, la Mar, la
Thais, i el JesUs, sense oblidar els “convidats temporals” cadascun aportant aire fresc i
alhora mantenint el bon ambient, una molt bona qualitat d’aquest lab! | de cami cap a
'ICFO, passant per Bergara, i fent guardia a pediatria, mentre analitzem LGI| i fem uns
quants ELISAS, sense adonar-nos ja som al migdia!

Avui dino a baix, i de cami al menjador em trobo amb el Xifré i la resta de gent de Bio-
cel lular. Quantes hores ens havien adoptat quan no teniem campana de cultius, i quins
records! | és que... un cultiu primari sense una conversa amb el Xifro... és com un
neurobassal sense B27, falta un component important!

Ja veig la immensa cua del menjador, la darrera persona és 'Emma, i mentre divaguem
sobre alguna cosa d’'una manera bastant similar, arriba la Joshu, és curios que des de
petites hagim escollit camins relativament paral lels... i dic relativament perque us
asseguro que a mi mai se m’ha passat pel cap entrar en un equip de rugby! pero és una
combinacié divertida!

| després de dinar, a rebel 1ar els resultats de la immuno, després reunid, i tornem cap
al lab, que he d’acabar de fer unes fotos. Avui no marxaré gaire tard, a tothom li ha
agafat per quedar el mateix dia! A veure si puc veure’ls a tots! primer em passo a fer
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un café amb la Pilar Armengol, la Rosa Faner i el Manel Joan, (ells son els “culpables”
del meu primer contacte amb la ciencia! Primer i no Unic, sempre m’han deixat la porta
oberta, i m’han anat filtrant savis consells camuflats entre cafes). Han quedat per la
zona de Sant Pau, perfecte! Aixi em puc passar per immuno a saludar a la Silvia Vidal i
la Bet Cantd, un altre pas important per estar convenguda de voler fer una tesi
doctoral (dues cientifiques emprenedores, que hem van impregnar de recerca
envoltada de bon ambient i motivacio, essencial perqué la ciéncia t'atrapi en el seu
mon) i ja quan marxava em trobo a I'Oscar de la Calle, quina casualitat!, igual com les
casualitats que tenen algunes converses, em va donar un bon consell en un moment
molt oportu!

| xerrant xerrant amb uns i altres rebo un whatsapp de “Panalunya” son el Jordi i la
Irene que m’avisen que la Ivonne ja ha arribat i estan fent un beure amb la resta del
grup en el bar que I'Adriana ha proposat. El Jordi i la Irene, per la ciéncia els vaig
coneixer, i ara sén com una bruixola indispensable que sempre envoltada de bon
ambient em senyalen on esta el Nord. El Nord i la Ivonne, que entre Panama i
Catalunya, siempre estas muy cerca, aunque estés un poco lejos. Ja es fa fosc, recollim
i cadascu cap a una direccio, de cami cap a la moto, aprofito per parlar amb la Luci i la
Noe (dos amigues de tota la vida, que son com una caracteristica intrinseca de la meva
vida) i el Mezqui! que per dir-ho d’alguna manera, “mismo fin diferentes métodos”.

Aparco la moto, i sona el mobil, “mama mobil”, un dia mai acaba de ser dia sense la
trucada dels meus pares, que em pregunten com ha anat el dia. (i de la mateixa
manera, mai hagués pogut fer una tesi sense el seu suport incondicional, des del primer
dia han fet tot el possible perque no em faltés de res, em van deixar escollir el meu
cami, i em van brindar I'oportunitat de poder arribar fins aqui). | no podia faltar la
pregunta dels divendres: vindras a dinar dema? | diumenge! Diumenge si, que aixi
aprofito per veure a la resta de la familia (formant un pack molt solid, qualsevol dia és
suficientment especial per trobar-nos).

| encara estic al carrer quan arriba P'Eugenia (personalitats diferents, pero tant
proximes que alguns ens pregunten si som germanes), avui fem sopar a casa amb mix
de gent, pero abans hem quedat per fer un Skype amb la Laura (bogeria essencial
acompanyada d’abragades que arriben des de petites i llargues distancies) i mentre
sento per l'ordinador frances al Nico, arriba el Xavi (energia i vitalitat personificada
que contagia en cada instant, capag de sorprendre’m en qualsevol situacié, m’ha anat
brindant moments Unics), i ja esta proposant algun lloc peculiar per anar després de
sopar on fan un concert... mentre em pren el lloc per parlar amb la Laura.
Mentrestant, van arribant la Carol, el Manils, la Mariona, el Victor, la Laia, la Marta, el
Raimon, la Consol, I'lsaac i la Georgina (un combinat heterogeni de personalitats amb
molta identitat! un “immunocomplexe” mai havia donat tant de si!), i acaben d’arribar
la Montse Biadiu, i tota aquella gent que injustament m’he oblidat d’'anomenar i que heu
aportat el vostre granet de sorra per que aquesta tesi s’omplis de bons records. | en
mig de totes les converses i riures, la Carol m’ajuda a omplir les copes, i em comengo
a posar vermella, aix! Crec que em faré vella i em continuaré posant vermella cada cop
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que noto que soc el centre d’atencid, pero aquest cop em ve de gust, em ve de gust
proposar un brindis:

La ciencia és com un cami d’alta muntanya, en el que moltes vegades no saps que
vindra després, poden haver-hi vistes precioses i esperangadores que donaran grans
resultats, o un penya-segat en el qual després de recorrer un cami ben llarg s’ha de fer
mitja volta i tornar a comengar, pero per una rad desconeguda aixo sempre va
acompanyat de la il lusio de creure que després del darrer experiment trobarem la
formula magica per contribuir a solucionar una part del mon... No és un cami facil, i
molts dies l'esperanca queda emmascarada per un trencaclosques de solucié
desconeguda, pero de sobte un experiment dona un bon resultat, i com si d’'un efecte
domind es tractés, les peces del trencaclosques comencen a encaixar! Avui, arribo a un
dels meus destins, primera parada abans de tornar a emprendre el cami! Tant a nivell
professional com personal he tingut la sort d’estar envoltada d’'un entorn excepcional, i
és per aixo que no trobo millor moment que avui, que he arribat al final o millor dit
inici d’aquesta etapa, per agrair-vos a cadascun de vosaltres tot allo que m’heu aportat!
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Abreviacions

ABREVIACIONS

Ac(s) Anticos (Anticossos)

ADN Acid desoxiribonucleic

Ag(s) Antigen (Antigens)

ARN Acid ribonucleic

APC Cél lula presentadora d'antigen (de I'anglés, Antigen Presenting Cell)
BCR Receptor dels limfocits B (de I'anglés, B cell receptor)

BHE Barrera hematoencefalica

Caspr2 Contactin-associated protein like-2

CPCP Cancer de pulmé de cél {ula petita

CRMP Collapsin response mediator proteins

DNER Delta/Notch-like epidermal growth factor-related receptor

EAE Encefalomielitis autoimmune experimental

EM Esclerosi multiple

EL Encefalitis limbica

ELP Encefalitis limbica paraneoplasica

Fab Part variable dels anticossos

Fc Part constant dels anticossos

GFAP Glial fibrillary acidic protein

HLA Gens dels antigens leucocitaris (de I'angles, Human leukocyte antigen)
Ig Immunoglobulina

IL Interleucina

Kir4,| Inward rectifying potassium channel

LCR Liquid cefalorraquidi

LGII Leucine-rich glioma inactivated

MBP Proteina basica de la mielina (de I'angles, Myelin basic protein)

MHC Complex major d'histocompatibilitat (de I'angles, Major histocompatibility complex)
MOG Glucoproteina mielinica oligodendrocitica (Myelin oligodendrocyte glycoprotein)
NF Neurofascina

PLP Proteolipoproteina

R-AMPA Receptor de l'acid alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionic

R-GABA, Receptor gamma-amino-butiric (de I'anglés, gamma aminobutyric acid)



Abreviacions

R-NMDA Receptor N-metil-D-aspartat
R-mGluR| Receptor metabotropic del glutamat |

R-mGIuR5 Receptor metabotropic del glutamat 5

RIA Radioimmunoassaig

TCR Receptor dels limfocits T (de I'angles, T cell receptor)
Tregs Ceél lules T reguladores

SN Sistema nervios

SNC Sistema nervios central

SN periferic ~ Sistema nervios periféric

SNP Sindromes neurologiques paraneoplasiques
VGKC Canal de potassi depenent de voltatge (de I'angles, Voltage-gated potassium channel)
VGCC Canal de calci depenent de voltatge (de I'angles, Voltage-gated potassium channel)

VHS Virus de 'Herpes simplex
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|. El concepte d’encefalitis.

El terme encefalitis es refereix a la inflamacié de la substancia gris de I'encefal. Es
considera una malaltia febril aguda, acompanyada de diferents graus de disminucié del
nivell de la consciéncia, crisis epiléptiques, i defectes focals. Els simptomes i signes
poden incloure convulsions, deliris, confusio, estupor o coma, afasia o mutisme, signes
focals motors, moviments involuntaris, ataxia i sacsejades miocloniques, paralisi ocular i
debilitat facial. El liquid cefalorraquidi (LCR) mostra pleocitosi, un augment dels
limfocits (entre 10-200 cél fules/mm?®, els valors normals es troben entre 0 i 5 cél lules
/Imm®), i els estudis d’imatge de I'encéfal acostumen a ser normals, o posen en

evidéncia la preséncia d’edema amb alteracions corticals ( Ropper et al., 2007).

Durant la segona meitat del segle XX, amb els avangos en la microscopia electronica i
en els cultius cel fulars, es va veure que la majoria de les encefalitis estaven causades
per virus. Al 1941, Smith i el seu grup van descriure el primer cas d’encefalitis causada
pel virus de I'Herpes Simplex (VHS) en un nounat (Smith et al, 1941), i al 1944
Zarafonetis i els seus col laboradors van aillar el virus en el teixit encefalic d’'un adult
infectat (Zarafonetis and Smadel, 1944). Les caracteristiques més rellevants eren la
preséncia d’inflamacié perivascular i petites hemorragies de localitzacié caracteristica
en el lobul temporal en adults, i més tard (al 1968) Nahimas y Dowdle van demostrar
que hi havia dos subtipus antigenics del VHS, el que va permetre aclarir I'epidemiologia
de la infeccio: el tipus | s’associava a I'encefalitis focal de nens i adults, i la tipus 2 a

I'encefalitis neonatal difusa (Nahmias and Dowdle, 1968).

Tot i que nombrosos agents virals, bacterians, micotics i parasitaris poden ser la causa
de la sindrome de I'encefalitis, la més freqiient és la viral, i el 90% de les encefalitis
viriques en adults estan causades pel VHS tipus |, que és també la causa de les lesions
herpéetiques comuns de la mucosa bucal, tot i que curiosament les lesions bucals i
I'encefalitis rarament coincideixen. El virus de tipus 2 també pot produir encefalitis
aguda, quasi sempre es dona en nounats i esta relacionada amb la infeccid herpética
genital de la mare. Es possible que el VHS tipus 2 en I'adult causi meningitis aséptica.

L’encefalitis causada pel VHS es presenta de forma esporadica, en pacients de totes les
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edats, és mortal en el 30-70% dels casos, i la majoria dels pacients que sobreviuen

tenen seqlieles neurologiques greus (Ropper et al., 2007).

Els simptomes de I'encefalitis herpética no es diferencien de la resta d’encefalitis
provocades per altres agents, i el liquid cefalorraquidi (LCR) quasi sempre mostra
pleocitosi, sobretot de limfocits i en algunes ocasions també de neutrofils, tot i que en
el 3-5% dels casos el LCR és normal durant els primers dies de la malaltia, i el
contingut de proteines s’'incrementa en la majoria dels casos. En una minoria de malalts
en el LCR es troben eritrocits, el que reflexa la naturalesa hemorragica de les lesions,

pero generalment els eritrocits son pocs o estan absents (Ropper et al., 2007).

El VHS pertany a la familia dels herpesviridae, son virus grans, amb envolta i capside
icosaédrica, acid desoxiribonucleic (ADN) de doble cadena, i poden estar latents
durant un temps en les cél fules del teixit nervios i del sistema limfatic. El VHS entra a
'organisme a través de la pell i mucoses, es multiplica en les cel fules epitelials, i
després dissemina cap al sistema nervids (SN), desencadenant diverses sindromes
neurologiques com I'encefalitis herpetica, la gingivoestomatitis, la faringitis ulcerosa,

I’herpes labial, i lesions oculars (Whitley and Roizman, 2001).

Les lesions adopten forma de necrosi hemorragica intensa en les porcions inferiors i
mitges dels lobuls temporals i parts mediorbitals dels lobuls frontals, s’estenen cap a
munt al llarg de les circumvolucions del cingol, i en ocasions cap a l'insula o parts
laterals dels Iobuls temporals, o s’estenen en sentit caudal cap al mesencefal. Les
lesions del lobul temporal acostumen a ser bilaterals, pero no simétriques. Aquesta
distribucié de les lesions és tant caracteristica que el diagnostic pot definir-se
mitjangant la inspeccid a simple vista, o mitjangant estudis d’imatge per la seva
localitzacié i aparen¢a (Figura 1). En etapes agudes de la malaltia, a més de les
anomalies microscopiques habituals de [I'encefalitis aguda, es troben inclusions

d’eosinofils nuclears en les neurones i cél lules glials.

Es possible que la via d’entrada del virus al sistema nerviés central (SNC) expliqui la
localitzacio unica de les lesions en aquesta malaltia. Es suggereix que el virus esta latent
en els ganglis de Gasser i que al reactivar-se, la infeccié podria estendre’s al llarg de les
fibres que innerven les leptomeninges de les foses anterior i media (Ropper et al,

2007).



Introduccid

Figura 1. Aparenca anatomopatologica de les lesions causades per una encefalitis herpética.
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B. Inclusi6 virica intranuclear C. Immunotincié per HSV

La figura A mostra I'aspecte necrossant de les cél fules infectades pel VHS, i en la
mateixa figura també es veu prop de la necrosi una zona amb infiltrats inflamatoris. La
figura B mostra I'aspecte d’una neurona infectada pel VHS, el nucli neuronal reflexa la
inclusié intranuclear del virus. La figura € mostra una immunohistoquimica per
detectar el VHS en la que es poden veure les neurones infectades pel virus (en marro),
i també (en la part superior de la imatge) una part de les meninges amb infiltrats
perivasculars.

Fins fa poc, es creia que totes les encefalitis eren d’origen viral, amb el pas del temps i
els avangos cientifics es van plantejar altres etiologies, pero I'Unica encefalitis que
finalment es va demostrar que era autoimmune va ser [|encefalitis limbica
paraneoplasica. | més recentment han sorgit clares evidencies d’'un grup concret

important d’encefalitis que probablement també siguin immunomediades.
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2. Encefalitis limbica paraneoplasica.

2.1 Descripcions inicials.

La primera descripcio d’encefalitis limbica va ser I'any 1960, quan Brierley i el seus
col laboradors van publicar el cas de 3 pacients amb encefalitis aguda que presentaven
inflamacié dels lobuls temporals implicant estructures limbiques. En aquella época
encara no es coneixia el terme encefalitis limbica, i Brierley va proposar el nom de
“lobul limbic” per descriure les estructures que estaven més afectades per la inflamacio

en els seus pacients (Brierley et al., 1960).

El pacient | era un malalt de 53 anys, que tenia depressid severa, agitacio,
comportaments anormals, i perdua de consciéncia transitoria, pero a part de les
tremolors a les mans, no suggeria signes neurologics anormals. Al cap d’'uns mesos,
presentava nausees, crisis focals, cefalees ocasionals, i perdues de consciéncia
acompanyades de convulsions. Les proves de laboratori eren negatives, I'encefalograma
era normal, i I'analisi del LCR també era normal. La memoria cada cop era més
deficient, estava més desorientat, i continuaven les cefalees periodiques.
L’electroencefalograma en aquest moment mostrava alteracions en les arees fronto-
temporals, i neurologicament els simptomes incrementaven (desorientacio, tremolors i
alteracions en la parla, entre altres), finalment va passar a un estat de coma, i va morir
al cap de cinc hores. L’autopsia no mostrava cap senyal externa de la malaltia, i a part
d’una bronquitis purulent no es va trobar cap altre factor que pogués ser la causa de la
seva mort. S’observava inflamacié sobretot en I'hipocamp i nuclis amigdaloides, i hi
havia infiltrats inflamatoris al cervell, els ventricles laterals estaven lleugerament
dilatats, i les fibres superficials del subiculum mostraven desmielinitzacio parcial. El gir

dentat estava danyat, i hi havia formacioé de vacuoles en les neurones danyades.

El pacient 2 era un malalt de 58 anys, que va ingressar amb un historial d’infeccio
respiratoria un mes abans, seguit de depressio, i es queixava de cefalees periodiques i
inestabilitat al caminar. Préviament havia patit una intoxicacié per gas, i des de llavors
havia estat subjecte a brots de bronquitis i pneumonia. Estava ansids i agitat, pero
I'examinacié neurologica va ser completament normal. L’estat mental del pacient es
caracteritzava per desorientacio i al lucinacions, i també tenia problemes en la parla,

marxa inestable, i incontinéncia. EI LCR mostrava pleocitosi de limfocits (146

6
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cél lules/mm’). Finalment va morir. Les causes de la seva mort es van atribuir a la
bronquitis cronica i broncopneumonia, acompanyada d’encefalitis subaguda. En I'analisi
post-mortem els pulmons reflectien la bronquitis cronica bilateral i emfisema, i I'analisi
dels altres organs, a part del cervell, només mostraven alteracions resultants de la
congestio venosa. Al cervell cridava I'atencio I'aspecte esponjos i el poc contrast entre
la substancia blanca i gris, i les estructures estaven poc definides. L’evidencia
d’encefalitis es dispersava per tot el cervell, pero era més intensa en la regio del lobul
temporal i estriat, hi havia nombrosos infiltrats limfocitaris a nivell perivascular
especialment en la zona de l'insula, hipocamp i lobuls temporals en general, també hi
havia preséncia de cel lules plasmatiques, degeneracio, i perdua de cel fules nervioses
preferentment en I'amigdala, acompanyat d’una intensa reacci6 glial. Els danys afectaven
principalment a la substancia gris, tot i que també hi havia afectacidé de la substancia

blanca.

El pacient 3 es va presentar amb dolor als bragos i a les espatlles i I'historial clinic
suggeria una infeccid recent, que al cap de poques setmanes s’havia complicat en
sensacio de cansament, depressid, desorientacio i problemes de memoria. Es va
sospitar d’'un tumor pulmonar, que no es va confirmar post-mortem. La seva mort es va
atribuir a una broncopneumonia, i lautopsia revelava la presencia d'infiltrats
limfocitaris, noduls limfoides fibrosos i inflamacié als lobuls temporals, la substancia
blanca estava lleugerament inflamada pero no mostrava destruccié de la mielina. Els
canvis histologics es concentraven a 'hipocamp i a I'amigdala, i el patré arquitectonic
estava completament alterat per causa inflamatoria amb una elevada pérdua neuronal

(Brierley et al., 1960).

Els tres malalts presentaven demeéncia progressiva, inflamacid en arees molt concretes
del cervell, i van acabar en coma. En el moment de la malaltia es va pensar que podia
tractar-se d’'una encefalitis viral, pero les proves d’aglutinacié eren negatives, i Brierley
insistia en que tot i que no s’havia pogut identificar I'agent causant de la malaltia, els
tres pacients tenien una aparenga histologica molt similar a la de les encefalitis
subagudes sense hemorragia ni necrosi, i remarcava que la inflamacié es concentrava
en les parts del “lobul limbic”, i a més no es tractava de casos aillats, tenien certa

similitud amb altres casos publicats recentment, diagnosticats com encefalitis aguda o
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subaguda. Finalment els tres pacients es van diagnosticar com encefalitis subaguda
concentrada en arees limbiques del cervell. | Brierley va utilitzar el terme “lobul limbic”
per fer referéncia a I'uncus, amigdala, hipocamp i gir dentat, cortex insular, i cingul

(Brierley et al., 1960).

2.2 Introducci6 al <concepte de sindrome

paraneoplasica.

Dos dels tres malalts descrits per Brierley suggerien tenir cancer, pero no es va arribar
a confirmar. Un any després, Russell va observar que hi havia sindromes neurologiques
que es desenvolupaven en pacients amb carcinomes, i molts d’aquests malalts
presentaven dany neuronal tot i que el tumor no es localitzés en el SN, a més tenien
infiltrats perivasculars i formacié de noduls glials (Russell.DS, 1961). I al 1965 Cowen i
el seu grup van publicar un article titulat “Encephalopathy associated with carcinoma” en
el que descrivia el cas d’'una dona de 61 anys amb problemes de memoria, confusio,
dificultats per treballar i extremitats adormides, LCR normal, lesions cerebrals només
en la substancia gris de I'area limbica acompanyades d’infiltrats limfocitaris i proliferacié
glial, i un petit carcinoma de pulmé sense complicacions metastasiques (Yahr et al,
1965), pero malgrat les descripcions suggerien que podia haver-hi una relacié entre
I'encefalopatia i el carcinoma, no descartaven la possibilitat de que les caracteristiques

patologiques fossin el resultat d’una infeccid viral.

Paral 1elament, Guichard i Vignon al 1949 van proposar utilitzar el terme paraneoplasia
en lloc de neoplasia, per descriure els simptomes i les diferents complicacions de causa
desconeguda pero associades a la presencia d’'un tumor (Guichard and Vignon, 1949).
Tot i que el mecanisme pel qual es desencadenava la clinica dels malalts es desconeixia,
les proves per determinar I'agent viral eren negatives, i van observar que no era per

causa directa de la invasio del tumor al SN, ni per infeccions, ni pel tractament. La
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neuropatia sensitiva subaguda, va ser una de les primeres sindromes en les que es va
acceptar la hipotesi de la paraneoplasia, considerant la malaltia com una conseqtiencia
remota d’'un carcinoma. Generalment es caracteritzava per un cancer de pulmé de
ceél lula petita (CPCP), acompanyat de la destruccio de les neurones del gangli raquidi, i

ocasionalment infiltrats inflamatoris (Denny-Brown.D., 1948).

Al mateix temps, alguns investigadors van comencar a pensar que les neurones podien
ser la diana antigénica d’'un atac autoimmune, i Wilkinson i Zeromski al 1965, van
detectar la preséncia “d’anticossos anti-cerebrals circulants” en pacients amb
neuropatia sensitiva carcinomatosa (Wilkinson and Zeromski, 1965). Pero
malauradament, diversos investigadors van intentar reproduir-ho i no ho van
aconseguir, no va ser fins als anys 80 quan aquests anticossos (Acs) “anti-cerebrals” es
van anar descrivint, i es va utilitzar el terme “Ac onconeuronal” per definir aquells Acs
produits pel propi pacient, que reconeixien antigens (Ags) propis (receptors o
proteines principalment) expressats pel tumor i pel teixit nervios. A finals del segle
XX, gracies als estudis de caracteritzacié es va observar que els Acs no eren ambigus, i
van concloure que hi havia diferents Acs, cadascun d’ells amb especificitat antigenica, i
quasi sempre es trobaven associats a un perfil clinic caracteristic, i en consequéncia
associats  preferentment a unes determinades sindromes neurologiques
paraneoplasiques i a un determinat grup de tumors (Dalmau and Rosenfeld, 2008),

(Graus et al., 2004).

Actualment el terme sindrome neurologica paraneoplasica (SNP) es refereix a un
conjunt de malalties que presenten simptomes o signes neurologics a consequéncia
d’'una disfuncié del SN, per causa indirecta de la preséncia d’'un tumor no neuronal.
Poden afectar a qualsevol part del SN, algunes sindromes afecten només a un area
concreta (per exemple I'encefalitis limbica), altres afecten a un tipus de cel{ula en
concret, i en altres casos afecten a multiples arees. Les sindromes neurologiques
acostumen a apareixer mesos o incls un any abans de la deteccié del tumor, i I'analisi
del LCR revela una lleugera pleocitosi (de 30 a 40 cél {ules/ mm?’), un lleuger increment
del nivell de proteines, i elevats nivells d’Acs contra Ags onconeuronals. Les SNP son
poc freqtients, pero el fet de que cada Ac s’associi a un determinat tipus de cancer i a

unes determinades caracteristiques cliniques (Taula 1), permet dirigir el diagnostic, i
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aixo és important perque en la majoria de casos permeten detectar el cancer en un

estadi molt inicial, en el que la possibilitat de cura és major tant a nivell neoplasic com

per la sindrome neurologica (Darnell and Posner, 2003).

Taulal. Sindromes neurologiques paraneoplasiques associades a anticossos onconeuronals.

Sindrome Tumor associat Anticos
Degeneracié cerebel-losa Mama, ovari Anti-Yo

Hodgkin Anti-Tr

Pulmé Anti- CCVD*, SOXI
Encefalitis limbica CPCP Anti-Hu

Testicle Anti-Ma2
Encefalitis de tronc cerebral CcpcCP Anti-Hu
Opsoclonus/mioclonus CPCP, neuroblastoma -

Mama Anti-Ri

Mielopatia necrotica
Neuropatia motora
Neuropatia sensitiva
Neuropatia autonoma
Neuropatia mixta
Multineuritis

Sindrome de la persona rigida
Eaton-Lambert

Dermatomiositis

Pulmd, limfoma
Limfoma

CPCP

CPCP

Pulmd, limfoma
Prostata, ronyd
Mama

CPCP

Mama, pulmo

Anti-Hu, Anti-CV2
Anti-Hu

Anti-Amfifisina |
Anti-CCVD¥*, SOX|

CCVD* Canal de calci dependent de voltatge

10
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2.3 Confirmacio de I’encefalitis com una sindrome

neurologica paraneoplasica.

Malgrat I'aparicié del concepte de paraneoplasia i la hipotesi d’'un origen autoimmune
en algunes malalties com I'encefalopatia sensitiva subaguda, i 'observacié de cancer en
alguns malalts amb encefalitis, a la preséncia del carcinoma no se li donava la
importancia que en realitat tenia, i la hipotesi de I'encefalitis d’etiologia autoimmune
associada a cancer no aconseguia desplagar la creenga de I'etiologia viral. Fins que al

I"‘

1968, Corsellis va associar, sense saber molt bé la causa de I'associacio, I'“encefalitis
limbica” i el carcinoma, i va reconeixer I'encefalitis limbica paraneoplasica (ELP) com

una entitat (Corsellis et al., 1968).

Durant tot aquest temps es creia en una hipotesi viral, els autors no associaven el
cancer a I'origen de I'encefalitis, pero consideraven que la preséncia d’'un carcinoma i la
inflamacié eren caracteristiques que s’havien de comentar en les descripcions dels
pacients. Brierley insistia en la reaccio inflamatoria als hemisferis, Verhaart descrivia la
degeneracid de la substancia gris del SNC en la carcinomatosi (Verhaart, 1961), Ulrich
donava suport a la hipotesi de la sindrome neurologica com un efecte remot d’un
tumor maligne (Ulrich et al, 1967), i el grup de Cowen publicaven el treball de
I'encefalopatia associada al carcinoma, pero tot i aixi no es descartava que la causa fos

viral (Yahr et al., 1965).

Per contra, Corsellis veia clares similituds amb altres malalties com la degeneracio
cerebel losa, o la neuropatia sensitiva subaguda, en les que inicialment s’havia descrit
que els malalts tenien carcinoma i inflamacio, i finalment s’havien considerat sindromes
paraneoplasiques. | també veia I'evidéncia que suggerien les descripcions d’un petit
nombre de pacients amb un carcinoma, que acostumava a ser bronquial, i reaccions
inflamatories o degeneratives en el sistema limbic. Finalment va utilitzar el terme
“encefalitis limbica” (EL) per descriure el perfil d’aquells pacients amb encefalitis i
afectacio principalment al “lobul limbic”. Juntament amb el seu equip, van definir 'EL
com una entitat aillada, que s’associava a carcinoma i inflamacio, i malgrat no tingués
una explicacié de la causa que la desencadenava, ni del mecanisme, postulava que

I'etiologia era paraneoplasica, i no viral (Corsellis et al., 1968).

11
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2.4 Encefalitis limbica paraneoplasica com a model

d’autoimmunitat.

Després de les descripcions de Corsellis, va cobrar forga la hipotesi de 'EL com una
sindrome paraneoplasica que afectava principalment a les arees limbiques, i també va
cobrar forga I'estudi realitzat tres anys abans per Wilkinson i Zeromski en el que van
estudiar el cas de 34 malalts amb sindromes neurologiques i algun cancer no
metastasic. Per la técnica d’immunofluorecéncia sobre extractes de cervell, van
detectar Acs en el serum de 5 malalts, dels quals 4 s’havien diagnosticat préeviament de
neuropatia sensitiva paraneoplasica (Wilkinson and Zeromski, 1965). Els Acs presents
en aquets pacients reaccionaven contra components citoplasmatics (retrospectivament
es va veure que la reactivitat que ells observaven era principalment contra el nucli de
les neurones) pero, tot i les noves descripcions i el canvi de mentalitat, el fet de que
altres investigadors no haguessin pogut reproduir els resultats de Wilkinson i
Zeromski i ning més hagués detectat la preséncia d’“Acs anti-cerebrals circulants”
deixava un buit en la hipotesi de que la causa fos autoimmune, de manera que durant
un temps van continuar les dues hipotesis. Finalment, 20 anys més tard, Graus, Posner
i el seu grup, van detectar en 2 pacients amb neuropatia sensitiva subaguda i CPCP la
preséncia d’Acs que reaccionaven contra el nucli neuronal (Graus et al., 1985), i més
tard els van detectar en 2 pacients més (Graus et al., 1986). Per un costat aquests
autors demostraven la preséncia d’un Ac especific d’un tipus cel lular en el sérum de 4
malalts amb neuropatia sensitiva subaguda, i per un altre costat, degut a aquesta
caracteristica d’especificitat antigénica, el grup de Posner proposava la deteccio
d’aquests Acs com una eina que ajudaria a definir el diagnostic d’un grup concret de
pacients. Posner i el seu grup van utilitzar el terme “Ac onconeuronal”, per descriure
els Acs especifics d'un subtipus cel{ular, d’origen autoimmune, associats a la
neuropatia sensitiva subaguda. Anteriorment aquest terme havia estat introduit
préviament per immuno-oncolegs per descriure la diana antigénica present en els
teixits ectoneurodermals i en el tumor, basant-se entre altres, en les descripcions de
Seeger que demostraven que nombrosos tumors d’origen neuroectodermic, o

mesodermic, expressaven “Ags onconeuronals” (Seeger et al., 1979).

12
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Paral lelament va sorgir el concepte d’encefalomielitis paraneoplasica, que es
caracteritzava per la pérdua neuronal i infiltrats inflamatoris en el SNC, i englobava
diverses sindromes. La localitzacidé i severitat de la perdua neuronal predeia la
simptomatologia clinica dels pacients, d’aquesta manera, si afectava principalment a
I’hipocamp els malalts tenien EL, si afectava al tronc cerebral tenien encefalitis de tronc
cerebral, si afectava a la medul 1a tenien neuropatia motora, si afectava als ganglis
raquidis posteriors tenien neuropatia sensitiva, i si afectava al plexe mientéric tenien
una pseudobstruccié intestinal cronica (Taula 2). La presentacio clinica era subaguda,
generalment causava disfuncions neurologiques severes, i en el 70% dels casos les
disfuncions neurologiques precedien al diagnostic del CPCP (Henson and Urich 1982).
La majoria dels pacients amb encefalomielitis paraneoplasica tenien Acs anti-Hu en el

serum i LCR (Graus et al., 2001).

Taula 2. Encefalomielitis paraneoplasica.

Localitzacié (péerdua neuronal) Sindrome clinica

Hipocamp Encefalitis limbica

Tronc cerebral Encefalitis de tronc cerebral
Medul-la Neuropatia motora

Gangli raquidi posterior Neuropatia sensitiva

Plexe mienteric Pseudobstruccid intestinal cronica

Modificacio de la taula extreta de la publicacio: Graus et al. Brain, 2001; 124(6):1138-48.
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2.5 Encefalitis i anticossos anti-Hu.

Al 1985 Graus, Posner i el seu grup van detectar autoanticossos que
immunoreaccionaven majoritariament contra un Ag nuclear de neurones situat en
diferents arees del cervell (cortex, hipocamp, putamen, talam, hipotalam, mesencefal,
medul a i cerebel, entre altres), i posteriorment quan els van caracteritzar, van veure
que es tractava d’'immunoglobulines d’isotip G (IgG) policlonals (Graus et al., 1985).
Inicialment aquests Acs es van associar a la neuropatia sensitiva subaguda i carcinoma
de pulmg, i els resultats suggerien que es tractava d’una proteina que estava present en
el tumor i en el SNC, pero més tard es va veure que aproximadament el 50% dels
pacients amb encefalitis i CPCP també tenien aquests Acs en el serum i LCR

(Alamowitch et al., 1997).

L’Ag desconegut contra el qual tenien Patr6 immunohistoquimic dels Acs anti-
reactivitat els Acs s’Tanomenava Hu, una Hu

proteina d’uni6 a l'acid ribonucleic

(ARN), de 35-40KDa, expressada en el

nucli, i en menor grau en el citoplasma, _

de les neurones del SNC i SN periferic l‘ I ‘ ‘

(sistema nervids periferic), i també v d
expressada en el tumor. Té una elevada -
homologia amb la proteina Elav de la ) Q

Drosophila, en la que té una funcid L)

O
critica pel desenvolupament del SN, i Q, '
s’expressa durant 'embriogenesi en el @ ." ’t Q p
SN dels mamifers, on s’ha demostrat Y L

que juga un paper important en la Fotografia realitzada per nosaltres
diferenciaci6 neuronal (Szabo et al,

1991).
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Zhu i el seu grup van demostrar el mecanisme pel qual les proteines Hu controlen la
diferenciacio i el manteniment del fenotip neuronal, actuen regulant el processament
alternatiu de 'ARN missatger neuro-especific, promovent es pugui transcriure 'ARN
que codifica per la produccié de la proteina CGRP (Proteina Relacionada amb el Gen
de la Calcitonina), i alhora bloquejant la via del processament alternatiu que permetria

la produccié de ’hormona calcitonina (Zhu et al., 2006).

Pero malgrat I'expressid antigénica de la proteina Hu per part de les cél lules i del
tumor, no hi ha cap evidéncia que els Acs anti-Hu siguin els responsables del dany

neuronal.

2.6 Encefalitis i anticossos anti-Ma2.

Dalmau i els seu grup van observar que el 80% dels casos d’ELP s’associaven a CPCP i
la meitat tenien Acs anti-Hu, i en el 20% restant el cancer més freqlient era el
testicular. Aquests investigadors al 1999 van detectar un nou autoanticos en el serum i
LCR de 10 dels 13 malalts amb encefalitis paraneoplasica i cancer testicular, i van
observar que només estava present en els casos paraneoplasics (Dalmau et al., 1999),

(Voltz et al.,, 1999). L’Ag contra el qual tenien reaccié aquests Acs s'anomenava Ma2.

Els Acs anti-Ma immunoreaccionen donant un patré puntejat nuclear i citoplasmatic en
les neurones del cerebel. La diana antigeénica d’aquests Acs és I'extrem N-terminal de
les proteines neuronals Ma: Mal (37KDa), Ma2 (o també anomenat Ta, 40KDa) i Ma3
(53KDa), pero Ma2 és I’Ag majoritari. Les proteines Ma s’expressen en el cervell i en el
tumor, i es creu que la seva funcio esta involucrada en la biogenesi de ’ARN missatger

(Rosenfeld et al., 2001), (Voltz et al., 1999).

La majoria dels pacients que presenten Acs anti-Ma2 acostumen a tenir encefalitis amb
afectacio principalment del sistema limbic, hipotalem i tronc cerebral. La combinacio

dels diferents simptomes i arees afectades dona diferents SNP, i la clinica dels malalts
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es relaciona amb la disfuncié d’aquestes arees (somnoléncia, catapléxia, hiperalgia,
deficits d’hormones relacionades amb la pituitaria, etc.). En malalts de menys de 50
anys, els Acs anti-Ma2 s’associen al cancer de cel lules germinals testiculars, mentre
que en malalts de més edat i en dones el cancer més frequent és el CPCP i el cancer
de mama. Afortunadament, més del 35% dels pacients amb encefalitis i Acs anti-Ma2

responen bé al tractament (Rosenfeld et al., 2001), (Dalmau et al., 2004).

La Figura 2 mostra la distribucié de les sindromes predominants en aquests pacients
segons un estudi realitzat en 34 malalts amb encefalitis i Acs anti-Ma2. 2| pacients van
desenvolupar simptomes multifocals implicant estructures limbiques, diencefaliques o
de tronc cerebral, mentre que altres van desenvolupar disfuncions unifocals implicant
aquestes arees: 7 EL, | diencefalica, i 5 encefalitis de tronc cerebral. 20 pacients tenien

encefalitis de tronc cerebral amb EL i/o diencefalica.

Figura 2.
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Dalmau et al. Brain, 2004; 127(8):1831-44
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2.7 Anticossos onconeuronals.

Els Acs onconeuronals sén excel lents marcadors diagnostics de moltes SNP, per un
costat ajuden al diagnostic de la sindrome, i per un altre costat guien en el tipus de
cancer que pot tenir el pacient. La diana antigénica (autoantigens) son proteines
intracel ulars, i la majoria tenen la funci6 de modular processos cel lulars com la
replicacio i transcripcio del ADN o ARN (ja sigui per unio directa, o interaccionant
amb factors que actuen sobre aquestes molécules), diferenciacio, migracio i apoptosi, i
s’expressen de forma normal en el teixit nervids, i de forma anomala en el tumor. Els
Acs que reaccionen contra aquests autoantigens sén IgG, policlonals, la frequeéncia
d’expressid en malalts amb SNP és alta, i es produeix una sintesi intratecal d’aquests
Acs durant el desenvolupament de la sindrome. En general els malalts tenen una

resposta poc satisfactoria al tractament d’'immunoterapia.

Tot i aixi, el diagnostic d’'un pacient no es podia basar només en la deteccio dels Acs
onconeuronals, ja que en alguns malalts no se’ls hi detectaven, ja fos perque no en
tenien, o perque els titols eren molt baixos i les proves de laboratori no eren
suficientment sensibles per detectar-los, pero degut a que eren molt Utils per ajudar en
el diagnostic, es van anar estudiant al llarg del temps, i finalment es van caracteritzar

extensament i es van establir associacions freqlients Ac-SNP (Taula 3).

Taula 3. Anticossos contra antigens intracel-lulars.

Anticos Any Sindrome neurologica Tumor

Anti-Yo 1983 Degeneracio cerebel-lar Ovari, mama
Anti-Hu 1985  Encefalomielitis, neuropatia sensitiva subaguda CPCP

Anti-Ri 1988  Degeneracio cerebel-lar, Opsoclonus Mama, ginecologic
Anti-amfifisina 1993  Sindrome de la persona rigida i encefalomielitis Mama, CPCP
Anti-CV2 1996 Encefalomielitis, corea, neuritis Optica, uveitis, CPCP, timoma,
Anti-Tr 1997  Degeneracio cerebel-lar Limfoma de Hodgkin
Anti-Ma2 1999  Encefalitis limbica, hipotalamica i tronc cerebral Testicular (Ma2)

Modificacié de la taula extreta de la publicacid Rosenfeld et al., Oncologist, 2010; 15(6):603—
17.

17



Introduccio

La resta dels autoanticossos associats a Ags intracel 1ulars es van identificar seguint la
mateixa estratégia que en el cas de 'Hu i el Ma2, i la descripcio detallada d’aquests es

troba en 'annex|.

3. Mecanisme patogenic de I’encefalitis limbica

paraneoplasica.

3.1 Concepte d’autoimmunitat.

Les cel {ules del sistema immunitari passen per diversos processos per tal de ser
educades per saber diferenciar les molécules propies de I'organisme, davant les quals
seran tolerants, de les molécules externes i potencialment nocives, enfront les quals
reaccionaran per eliminar-les. L’autoimmunitat es defineix com una resposta
immunologica del sistema immunitari adaptatiu contra Ags propis, que es produeix

quan fracassen els mecanismes d’ autotolerancia.

Igual com la resta de cel lules sanguinies, els limfocits B i T provenen de les cél lules
pluripotencials de la medul la Ossia, i després de la seva formacié passen per diverses
fases complexes de diferenciacid i maduracid durant les quals adquireixen les
caracteristiques funcionals i fenotipiques de ceél{ules madures. La maduracié dels
limfocits B i T consta d’'una serie d’estadis sequencials en els que les ceél{ules
experimenten diversos canvis cel fulars i genetics: primer es produeix una proliferacio i
diferenciacio en els teixits limfoides centrals (medul 1a ossia i timus), després es dona
I'expressio dels receptors, que es produeix per un procés de recombinacié genica
aleatoria, generant aixi un repertori divers pero alhora potencialment autorreactiu, i
per ultim es dona la seleccid del repertori madur, en el qual un cop els limfocits
expressen els seus receptors antigenics, passen per un “control”, un procés de seleccié
per tal d’eliminar aquells limfocits que reaccionen contra moléecules propies. D’aquesta

manera aquells limfocits que siguin autotolerants a les molécules propies sobreviuran, i
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adquiriran les caracteristiques funcionals i fenotipiques per transformar-se en cel fules

madures (Abbas et al., 2007).

Els limfocits B adquireixen la maduresa en la medul 1a ossia, on es fa una seleccid
positiva del repertori de limfocits B. Els limfocits T en canvi, adquireixen la maduresa
en el timus. D’aquesta manera, els limfocits T immadurs surten de la medul 1a ossia i
migren cap al timus, on acabaran de madurar i on es produira el procés de seleccio. El
procés de seleccié dels limfocits T és similar al dels limfocits B, pero tenen una seérie
de caracteristiques propies que els hi permet tenir un repertori de cél fules T-CD4 i
T-CD8. La seleccid positiva, que es dona tant en els limfocits T com en els limfocits B, i
s’explica mitjangant un model basat en la interaccio entre la molécula del complex
major d’histocompatibilitat (MHC, de I'angles Major histocompatibility complex), que té la
funcié de presentar Ags, i el receptor dels limfocits T o B (TCR, de l'angles T-cell
receptor, o BCR B-cell receptor). Una baixa interaccié entre el MHC i el TCR/BCR en el
timus/medul 1a Ossia permet la supervivéncia dels limfocits (seleccié positiva), no
obstant si el reconeixement del peptid supera el llindar, en el mateix timus/medul 1a
ossia es dona un procés d’apoptosi cel lular normal, i s’elimina la cél lula autoreactiva,
que és el que es coneix com a seleccié negativa. En el cas dels limfocits T, quan es
produeix la seleccio positiva aquestes cél lules expressen en la seva superficie el TCR, i
també els correceptors CD4 i CD8, de manera que després passen per una maduracio
fenotipica i funcional amb I'objectiu de definir-se com a T-CD4, i adquirir la capacitat
de sintetitzar citocines i expressar molécules efectores com el lligand CD40 que i
permetra “ajudar” als limfocits B i macrofags, o definir-se com a T-CDS8, i adquirir la

capacitat de produir molécules capaces de destruir altres cel {ules citotoxiques.

Un cop han superat el procés de seleccio, els limfocits T/B madurs no autoreactius
abandonen el timus/medul 1a Ossia, entren en circulacio i van cap als organs limfoides
periferics on resideixen. Aquestes cel lules madures reben el nom de “limfocits verges”
o pre-immunes (naive), i tenen la funcid de reconeixer antigens i iniciar la resposta
immune adaptativa, d’aquesta manera quan es dona el reconeixement de I'Ag i es

produeixen altres estimuls, s’activen i es diferencien a cél lules efectores i de memoria.
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Gracies al desenvolupament dels models animals i la identificacid dels gens que poden
representar una predisposicié a I'aparicié d’algunes malalties autoimmunes [un dels
gens principals és 'HLA-DR (Quandt et al., 2012) o 'HLA-DQ (Larizza et al., 2012),
haplotips humans del MHC de classe Il], els coneixements sobre I'autoimmunitat han
avangat molt aquests ultims anys, pero tot i aixi I'etiologia de la majoria de malalties
autoimmunes encara es desconeix. Per contra, hi ha diverses hipotesis sobre els

mecanismes que poden desencadenar-ho:

Un dells seria la insuficiencia o trencament dels mecanismes
d’autotolerancia. El sistema immunitari utilitza diferents estratégies per evitar
I'autoreactivitat, de manera que la disfuncié d’aquests mecanismes podria contribuiria a

I'aparicio de I'autoimmunitat (Ring and Lakkis, 1999), (Mueller, 2010):

- La seleccié limfocitaria (explicada anteriorment) té l'objectiu d’eliminar els
limfocits autorreactius. Errades en la tolerancia central (en la medul 1a ossia o
timus) implicaria la presencia de limfocits reactius en la periferia, tot i que
aquest fet per si sol no desencadena l'autoimmunitat. L’estrategia de I'anérgia
clonal (que és la induccié d’un estat cel lular no reactiu que es produeix quan el
reconeixement antigenic per part de les cel fules T es dona en abséncia d’una
co-estimulacio) inactiva aquestes cél lules T impedint que proliferin i que es
diferenciin a cél lules efectores. D’aquesta manera, es creu que diversos factors
com molécules coestimuladores, proinflamatories, citocines, etc. en aquestes
situacions contribuirien a crear un entorn inflamatori adequat que podria

desencadenar una resposta autoimmune.

- La disrupcié6 de la tolerancia periférica que inclouria alteracions en els
mecanismes de maduracié limfocitaria, activacié celular inadequada, i

alteracions en I'apoptosi, també contribuirien a I'aparicié de 'autoimmunitat.

- Els factors genetics associats a diversos gens, com el MHC, representen també

una susceptibilitat addicional al desenvolupament de I'autoimmunitat.

- | una alteracio en la correcta activacié i funcionament de les cel{ules i
molécules reguladores, com els factors supressors, o les cel fules T-reguladores

(Tregs), podrien estimular la reaccié immunologica contra Ags propis i no
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propis. L’accio supressora sobre les cel{ules autorreactives és també una

estratégia d’autotolerancia.

| una altra possibilitat son les infeccions viriques i bacterianes, que podrien contribuir al
desenvolupament de [l'autoimmunitat degut al mimetisme molecular. En molts
. o . . . .
pacients, linici d’'una malaltia autoimmune acostuma a associar-se a malalties
infeccioses, i en molts d’aquests casos els microorganismes no es troben en les lesions,
o ni tant sols es detecten, fet que suggereix una etiologia autoimmune. Els limfocits T
reaccionarien contra un epitop propi, degut a que és estructuralment molt similar a
epitops derivats de patogens, i en conseqiiéncia es desencadenaria una resposta

autoimmune (Cusick et al., 2012), (Ring and Lakkis, 1999).

3.2 Mecanisme patogenic de les sindromes

neurologiques paraneoplasiques.

La inflamacié aguda és la primera resposta als estimuls nocius, i implica l'alliberacio
coordinada de components sanguinis (plasma i leucocits). Durant molt de temps es
pensava que el sistema immunitari no tenia accés al SNC, pero actualment s’accepta
que també s’hi donen respostes immunologiques i inflamatories davant molts estimuls
(infeccions, accidents traumatics, atacs epiléptics, isquémia, etc.). La inflamacié en el
SNC esta caracteritzada per la infiltracid de ceél{ules immunitaries circulants,
principalment limfocits, acompanyat de I'activacié de ceél {ules endotelials, microglia i

astrocits.

Per l'inici i desenvolupament d’una resposta immune adaptativa es requereix I'activacio
i interaccié de diferents molécules del sistema immunitari. Hi ha dos tipus de resposta
immune adaptativa: la resposta humoral, mediada principalment pels limfocits B i la
seva secrecid d’ Acs, i la resposta cel lular, mediada principalment pels limfocits T. Els
Acs reconeixen els Ags microbians que provenen de I'exterior, neutralitzen la capacitat

infecciosa dels microorganismes i els eliminen per diferents mecanismes efectors (com
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per exemple la fagocitosis o per mediadors inflamatoris secretats per part dels
mastocits). La immunitat cel lular esta especialitzada en eliminar els microorganismes
intracel lulars com virus i bacteris que sobreviuen i proliferen a linterior de les
ceél lules de I'organisme, en les quals els Acs no hi tenen accés. Perque els limfocits T
puguin activar-se i ser funcionals, requereixen que préviament les céllules
presentadores d’Ag (APC de I'angles Antigen Presenting Cells) processin els Ags i els hi
presentin a les celfules T. La resposta immunitaria adaptativa pot dividir-se en
diferents fases: la primera és el reconeixement de I'Ag, la segona és l'activacio dels
limfocits, i la tercera és la fase efectora mitjangant la qual s’elimina I'Ag, i
posteriorment la recuperaci6 de I'homeostasi i el manteniment de la memoria

immunologica.

Per tal de que les APC puguin fer la presentacié antigénica és essencial que expressin
en la seva superficie molecules de MHC. Les APC més eficaces per iniciar la resposta
immune mediada per les cél lules T-CD4 sén les cél lules dendritiques, que capturen
els Ags, els transporten als organs limfatics, i els presenten als limfocits T-verges per
iniciar la resposta immune. Les cél fules dendritiques tenen la capacitat d’expressar
MHC de tipus Il, i en consequiéncia poden presentar els Ags als limfocits T-CD4. En el
cas dels limfocits T-CD8, perqué s’activin és necessari que els Ags siguin presentats per
les APC que expressen MHC tipus |, i detectin en el ambient molécules co-
estimuladores (citosines entre altres) emeses pels limfocits T-CD4, que induiran la

diferenciacio dels limfocits T-CD8.

La presencia de I’Ag i de diverses molecules secretades per les APC i altres cel 1ules,
induiran I'activacio, proliferacio i diferenciacié dels limfocits cap a cel lules efectores i

cél lules memoria.

La fase efectora té I'objectiu d’eliminar els Ag. Els limfocits T-CD4 es diferenciaran a
cél lules T-CD4 efectores i adquiriran la capacitat de secretar determinades citocines i
activar diferents molecules, entre elles els limfocits B, per tal d’eliminar els Ags. Els
limfocits T-CD8 es diferenciaran, adquiriran la capacitat citolitica, i eliminaran les
célules que via el MHC | expressin I'Ag. Els limfocits B després d’activar-se es
diferenciaran a cél {ules plasmatiques i produiran Acs especifics d’Ag, que els eliminaran
per la via del complement, o els opsonitzaran perque altres cel lules els eliminin (Abbas

et al., 2007).
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Si ens centrem en les reaccions immunologiques que es donen en les SNP, actualment
la hipotesi més acceptada és que la majoria de SNP tenen un origen immunomediat. Un
tumor no involucrat en el SN expressa proteines neuronals, que el sistema immune
reconeix com a no propies. En resposta, les cel lules dendritiques fagociten les cel lules
tumorals apoptotiques i migren cap als noduls limfatics, on faran una presentacio
antigenica, i activaran les celules T-CD4, T-CDS8, i cellules B. Les cel{ules B
maduraran a cel {ules plasmatiques, i aquestes produiran Acs contra I’Ag tumoral. Els
limfocits B i T (tant CD4 com CDS8) frenaran el creixement del tumor, pero al mateix
temps reaccionaran contra zones del SN, que de forma correcta estan expressant I'Ag.
Les celdules B i les T-citotoxiques tenen la capacitat de passar la barrera
hematoencefalica (BHE) i atacar també a les cellules del SNC. L’Ag expressat pel
tumor és identic al que expressen les cel fules neuronals, i per raons desconegudes es
trenca la tolerancia immunologica a aquest Ag propi que de forma correcta s’esta
expressant en el teixit nervids. | al mateix temps, la inflamacio facilitaria el pas de clons
autorreactius circulants, que re-estimularien la resposta immunologica. En
consequencia es produeix un dany neuronal que es reflexa en els diferents simptomes
que mostren els pacients. (Figura 3) (Darnell and Posner, 2003). En el cas de les
sindromes que afecten al SNC, s’ha detectat un increment d’lgG en el LCR, el que

suggereix que hi ha una sintesi intratecal d’aquests Acs.
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Figura 3. Mecanisme patogénic de les SNP.
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Darnell RB et al. N. Engl | Med, 2003; 349(16):1543-54.

Probablement el sistema
immunitari frena el creixement
del tumor, pero per raons
desconegudes també ataca al
sistema nervids, que esta

La rao per la qual 'ELP s’associa a uns tumors i no a uns altres es desconeix. El CPCP i

el cancer testicular expressen moltes proteines que en el teixit adult estan restringides

a les céllules germinals, el que suggereix que el tumor, que expressa proteines

cerebrals o testiculars, és qui desencadena una resposta autoimmune enfront el SN, i

de fet els dos cancers més associats a 'ELP son el CPCP i el cancer testicular, i en

menys freqiencia el de timoma, un altre tumor generalment associat a altres

sindromes neurologiques autoimmunes. A més, aquests teixits estan protegits per les

barreres endotelials i tenen una expressi6 minima, tot i que existent, de molécules

APC que expressen MHC |, fet que ddna suport a aquesta hipotesi autoimmune

(Darnell and Posner, 2003).
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Tot i la bona caracteritzacié dels Acs onconeuronals, no esta clar que aquests tinguin
un rol patogenic. Per un costat els experiments suggereixen que els Acs son els
responsables de la malaltia, primer es donaria la immunoreacci6 Ag-Ac i aixo
desencadenaria les alteracions neurologiques, pero el fet de que els Ags es localitzin a
nivell intracel 1ular, i no s’hagi pogut reproduir la malaltia en els models animals quan
s’administren els Acs (excepte en el cas de I'amfifisina, on si es reprodueix la sindrome
de la persona rigida en el model animal)(Geis et al., 2010), qliestiona el rol patogenic.
D’aquesta manera, es creu que podrien formar part de la complexa resposta immune
que es dona, i el dany neuronal estaria mediat sobretot per una resposta cel lular
citotoxica, basada en limfocits T (Graus et al., 2010). Un fet que dona suport a aquesta
hipotesi és que en la majoria de les autopsies de pacients amb SNP del SNC, es
detecten infiltrats inflamatoris de cél lules mononuclears i cél lules TCD4" i TCDS§",
predominantment en les arees simptomatiques i en el tumor (Albert et al., 2000), i tot
i que encara no esta massa clar el mecanisme exacte pel qual les cellules T
desencadenen el dany neuronal (Tanaka et al.,, 1995), (Dalmau and Rosenfeld, 2008),
que les neurones expressin MHC de tipus | i per tant tinguin la capacitat de ser
reconegudes per les céllules T donaria suport a aquesta hipotesi (Corriveau et al.,

1998).

4. Anticossos contra antigens de superficie.

Fins als inicis del segle XXI es creia que I'EL era d’etiologia autoimmune, associada a
cancer i a uns Acs onconeuronals caracteristics. D’aquesta manera, hi havia un grup de
pacients amb encefalitis d’etiologia virica, un altre grup de pacients amb encefalitis
paraneoplasica, i un altre grup de pacients idiopatics (de causa desconeguda)
considerats “seronegatius” ja que no se’ls hi havia detectat cap Acs onconeuronal
associat. Fins al moment, les técniques més utilitzades per detectar la reactivitat Ag-Ac
eren la immunohistoquimica i I'immunoblot, i tot i que en el grup de pacients

considerats “seronegatius” no se’ls hi havia detectat cap Ac onconeuronal, les proves
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diagnostiques mostraven la preséncia de tumors atipics o benignes, tenien alteracions
en el LCR, i sorprenentment la majoria de pacients milloraven amb tractaments
empirics d’'immunosupressors. Aixo suggeria que aquests pacients presentaven un
procés inflamatori o autoimmune, i alguns investigadors es van comengar a plantejar la
possibilitat de que aquests pacients si desenvolupaven respostes immunologiques pero
les tecniques habituals utilitzades en els laboratoris no permetien detectar la causa del
procés inflamatori. Els primers passos per comprovar aquesta hipotesi es van basar en
I'ds de tecniques alternatives com el radioimmunoassaig (RIA), i per un altre costat en
la modificacio de la manera de processar el teixit per la immunohistoquimica (que va
permetre visualitzar els Acs que reaccionaven contra el neuropil de I’hipocamp), I'is de
la immunofluorescencia sobre cel {ules hipocampals vives, i la immunoprecipitacié i
analisi per espectrometria de masses. Diferents estratégies de deteccié antigenica que

s’explicaran amb detall més endavant.

Amb aquestes noves tecniques i canvis en la manera de processar el teixit van
comprovar que alguns dels pacients “seronegatius” (idiopatics, sense Acs
paraneoplasics classics) si tenien Acs en el serum i LCR, pero aquests anaven dirigits
contra Ags que s’expressaven en la membrana cel lular de neurones i processos
neuronals del neuropil de I'hipocamp. Aquests Acs no eren detectats mitjangant les
técniques classiques com 'immunoblot ja que en la majoria de casos el reconeixement
Ag-Ac és conformacional (Ances et al., 2005), (Vitaliani et al., 2005) (Dalmau and
Bataller, 2007).
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5. Encefalitis i anticossos contra el receptor de

NMDA.

Al 2005 Dalmau i el seu grup van descriure les caracteristiques neurologiques i
immunologiques de 4 pacients amb cancer d’ovari i encefalitis que havien desenvolupat
alteracions psiquiatriques importants, convulsions, deficits de memoria, disminucié del
nivell de la consciéncia i hipoventilacid. Les quatre eren dones joves, tenien teratoma
d’ovari i autoanticossos contra un Ag desconegut que s’expressava preferentment en la
membrana de les cél 1ules hipocampals, i cap d’elles tenia Acs contra la proteina Hu o
Ma2, pero cridava I'atencid la similitud i la severitat dels simptomes neurologics. Els
pacients presentaven inflamacié en el LCR, i la clinica va millorar després d’estripar el
tumor i administrar immunoterapia (Vitaliani et al.,, 2005). Fins al moment, totes les
encefalitis s’havien associat a Acs que reaccionaven contra proteines intracel fulars,
acompanyades de dany neuronal provocat per les cél lules T-cititoxiques, un tumor
maligne, i una resposta al tractament poc satisfactoria. Per contra, ara Dalmau descrivia
una sindrome que representava una nova categoria d‘encefalitis severa, potencialment

mortal, pero en la que els pacients responien al tractament.

Dos anys més tard, al 2007 Dalmau i el seu grup van identificar aquell autoantigen
causant de la sindrome de les 4 malaltes estudiades al 2005. Van ampliar I'estudi a 12
dones de 27 anys de mitjana d’edat (14-44 anys), teratoma d’ovari (una d’elles tenia un
quist ovaric), importants alteracions psiquiatriques, deficits de memoria i amnesia,
convulsions, discinesia, disfuncions autonomiques, i freqlients alteracions en el nivell de
la consciéncia. El serum i LCR de totes elles immunoreaccionava intensament contra el
neuropil de I'hipocamp amb un patré caracteristic, i també reaccionava contra la
superficie de les neurones hipocampals. De manera que van incubar el serum/LCR
d’algunes malaltes amb les celules hipocampals, i per immunoprecipitacio i
espectrometria de masses van identificar I’Ag, que corresponia al receptor de N-metil-
D-aspartat (R-NMDA). Després, van comprovar els resultats per técniques de doble
fluorescencia sobre el teixit de rata i cél lules hipocampals, i el serum/LCR de la resta
de pacients els van avaluar per cél lules HEK transfectades, i van veure que els pacients

tenien reactivitat especifica contra el NR1, una subunitat del R-NMDA. Posteriorment
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van ampliar 'estudi a 100 pacients amb encefalitis i Acs contra el NRI, amb simptomes
que incloien alteracions psiquiatriques o problemes de memoria, convulsions,
disminucié del nivell de la consciencia, discinesia, inestabilitat autonomica, i
hipoventilacio, i van observar que el 59% tenien un tumor, que principalment era un

teratoma d’ovari.

Els investigadors també van fer proves d'immunoblot, i van observar que el sérum no

mostrava reactivitat contra els extractes de proteines procedents de cel{ules

hipocampals o cel fules HEK transfectades amb les diferents subunitats combinades en

forma d’heteromers, pero si s’observava reaccié en incubar-ho amb I’Ac comercial, el
. L4 H ’

que suggeria que els Acs del malalt només reaccionaven amb I’Ag quan estava en

condicions normals, és a dir, el reconeixement dels epitops era conformacional

(Dalmau et al., 2007), (Dalmau et al., 2008).

Patré immunohistoquimic dels Acs anti-R-NMDA

Fotogrdfia realitzada per nosaltres

El R-NMDA esta format per diferents subunitats: NRI (on s’hi uneix la glicina) i quatre
tipus de subunitats NR2 (on s’hi uneix el glutamat: NR2A, B, C, D, amb un 50-70%
d’homologia entre elles en el domini extracel lular). Tant el NRI com el NR2 soén
essencials per la funcionalitat del receptor, i generalment es troben formant
heterotetramers de dues subunitats de NR1 i dues de NR2. La subunitat NRI i NR2A
es troben distribuides per tot el cervell, NR2B es concentra en I'hipocamp, NR2C en
el cerebel, i NR2D es limita a un subgrup de neurones. EL R-NMDA intervé en la
plasticitat i transmissio sinaptica, expansio de l'arbre dendritic, i en la regulacié dels
potencials d’accié de llarg termini (long-term potentiation) en I'hipocamp, i a més és el

principal neurotransmissor excitador. La deteccid dels Acs anti-R-NMDA, proporciona
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una eina de diagnostic per les SNP, i suggereix un nou mecanisme immunomediat en el
qual els Acs provoquen la disfuncio del receptor, i en consequencia, per les funcions
que desenvolupa, els malalts poden tenir esquizofrenia, epilepsia, demeéncia i alteracions
en l'aprenentatge i en el comportament. A més, les drogues que actuen sobre aquest
receptor provoquen paranoia (Kendrick et al.,, 1996), (Laube et al,, 1997), (Waxman
and Lynch, 2005), (Standaert et al., 1994).

Els Acs anti-R-NMDA s’associen a encefalitis o EL d’etiologia autoimmune, la majoria
son dones joves i el 91% tenen un teratoma d’ovari o quist ovaric i desenvolupen
alteracions psiquiatriques importants, canvis de comportament, pérdua de memoria,
convulsions, moviments anormals (discinesies), hipoventilacié i inestabilitat autonomica
(Dalmau et al,, 2007). | els pocs casos detectats en homes, s’associen a teratoma
testicular immadur i CPCP. Afortunadament el 70% dels casos es recuperen total o
parcialment amb el tractament d'immunoterapia i extirpacio del tumor. L’etiologia
d’aquesta sindrome és autoimmune, i quan els Acs s’uneixen al receptor provoquen la
internalitzaci6 d’aquests i en consequencia la disfuncié del receptor, provocant

psicosis, demeéncia i alteracions en I'aprenentatge i comportament, entre altres.

Un estudi posterior desenvolupat pel grup de Balice-Gordon, va analitzar que passava
quan els Acs contra el R-NMDA s’unien a la diana antigenica. Les caracteristiques
anatomopatologiques dels pacients suggerien un rol patogenic dels Acs, ja que quan
s’unien al receptor (autoantigen), s’alterava la funcié d’aquests i inclis deixaven de ser
funcionals. Per comprovar aquesta hipotesi es va posar en contacte durant 24 hores el
LCR o les IgG purificades procedents del serum/LCR de malalts amb Acs anti-NRI,
amb cel lules hipocampals vives. Posteriorment es va fer una immunohistoquimica i un
immunoblot, i van analitzar la quantitat de proteina que hi havia en total, i a la
superficie, i van observar que els Acs dels malalts feien disminuir considerablement la
quantitat de R-NMDA que hi havia a la superficie cel fular. Quan deixaven incubant el
serum dels malalts amb les ceél lules hipocampals vives durant 3 o 7 dies obtenien els
mateixos resultats. Per tal de determinar com es correlacionava la clinica dels malalts
amb els Acs, van extreure el LCR dels malalts en dos situacions, la primera en el
moment de la presentacié clinica on els simptomes neurologics cada cop s’agreujaven, i

la segona després del tractament, quan el pacient es recuperava i la simptomatologia
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clinica disminuia, i van observar que la mostra obtinguda a I'inici de la malaltia, tenia
més quantitat d’Acs que la que havien obtingut quan el pacient es recuperava, i en
ambdos casos els Acs havien provocat la disminucid de la quantitat de receptors a la
membrana. Aquests Acs eren especifics dels R-NMDA i no alteraven la resta de
receptors de la membrana (AMPA, etc), és a dir, es conservava la integritat estructural
de la membrana i la resta de receptors relacionats amb I'excitacié neuronal i sinapsis.
També van observar que quan retiraven els Acs del medi on estaven, es recuperava el
nombre normal de R-NMDA, el que significava que era un procés reversible, i al
mateix temps evidenciava que els Acs tenien un efecte sobre els receptors, sense
afectar a la supervivencia de la cél lula. Paral lelament van comprovar que I'efecte dels
Acs dels pacients no estava mediat per complement, ja que havien incubat el
serum/LCR dels malalts inactivat per calor, i les IgG purificades, i en ambdds casos els
efectes eren similars. Per tal de determinar que passava amb els receptors, i coneixer
el mecanisme pel qual els Acs feien disminuir els R-NMDA a la membrana,
enzimaticament van separar la part constant (Fc) de la part variable (Fab) dels Acs, i
van posar en contacte durant 24 h les cél lules hipocampals vives amb les IgG del
pacient, amb la part Fab, i amb els fragments divalents de la part Fab, i van observar
que quan posaven els fragments Fab sols no es donava la internalitzacid del receptor,
per contra quan incubaven les cél lules amb les IgG o amb els fragments divalents Fab
si es donava la internalitzacié dels R-NMDA, disminuint aixi la quantitat de receptor

que quedava en la membrana (Figura 4, imatge C) (Hughes et al., 2010).
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Figura 4. Endocitosi dels receptors de NMDA, induit pels anticossos dels pacients.
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En la figura 5a i 5b de larticle de Hughes, es veu reflectit el mecanisme de la

internalitzacio dels receptors, per causa directa dels anticossos.

6. Descripcio d’altres anticossos contra antigens

de membrana associats a encefalitis.

Amb el descobriment dels Acs contra el R-NMDA sorgeix un nou grup d’encefalitis no
classiques associades a Acs de membrana que es podien donar amb o sense cancer
associat, responien satisfactoriament als tractaments amb immunoterapia, i la disfuncio
neurologica podia ser local o multifocal. Inicialment, se’ls va denominar “Acs
antineuropil de 'hipocamp” degut al potencial clinic i la limitaci6 de no coneixer la
naturalesa exacta d’aquests nous Acs, pero segons un estudi retrospectiu de 4 anys
avaluant 39 pacients amb diferents SNP, el 44% dels pacients presentaven Acs contra el
neuropil de 'hipocamp, el 49% tenien Acs contra Ags préviament coneguts (Hu, Ma2,

etc.), i en tan sols 3 pacients no se’ls hi havia detectat cap Ac. D’aquest estudi es va
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concloure que: 1) el 82% dels pacients amb EL no virica tenien Acs contra proteines
del SN, 2) els pacients amb Acs contra el neuropil de I'hipocamp constituien un grup
heterogeni, i 3) la preséncia d’aquests Acs s’associava a una resposta favorable al
tractament amb immunosupressors. Una altra diferencia respecte les SNP classiques
era que en aquest cas, les autopsies no mostraven infiltrats de céllules T a nivell
intersticial ni perivascular, pero mostraven deposits d’lgG en I'hipocamp i 'amigdala, i
una notable proliferacio de microglia, degeneracié neuronal variable i rarament

infiltrats inflamatoris (Moscato et al.,, 2010), (Dalmau et al., 2007).

Els Ags de membrana sén receptors i proteines sinaptiques com el R-NMDA, el
receptor AMPA, el receptor GABA,, etc. que es localitzen en les sinapsis neuronals o
superficie cel fular. Estan funcionalment relacionats entre ells, i implicats en la
plasticitat i transmissié sinaptica, de manera que intervenen en processos de memoria,
comportament, aprenentatge i cognicio. Quan els Acs s’hi uneixen, s’altera la seva
funcid o estructura, i en consequencia es desencadenen les diferents disfuncions
neurologiques i simptomes caracteristics d’aquests pacients, com son les convulsions i
alteracions psiquiatriques, deficits de memoria, canvis en el comportament, cognicio, o
inclus psicosi. Generalment s’associen a encefalitis, i tot i que la simptomatologia és
similar en totes elles, cada Ac acostuma a caracteritzar-se majoritariament per unes
caracteristiques cliniques, per exemple, I'encefalitis amb Acs anti-R-NMDA s’associa a
alteracions psiquiatriques, mentre que en les encefalitis amb Acs anti-receptor GABA,
les alteracions psiquiatriques acostumen a anar acompanyades de convulsions. | el tipus

de tumor associat també és diferent.

Després del descobriment dels Acs que reaccionen contra el R-NMDA, aplicant les
mateixes técniques (a excepcio de la identificacid dels Acs contra els canals de potassi)
, . . . ,

s’han anat descobrint més Acs que reaccionen contra autoantigens de membrana

associats a determinades SNP, en especial associades a 'EL.
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6.1 Anticossos contra el receptor AMPA.

Dalmau i el seu grup al 2009 van detectar i identificar, per la teécnica
d’immunoprecipitacio i espectrometria de masses, uns Acs que reaccionaven contra el
receptor de l'acid alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionic (R-AMPA) en
malalts amb EL. Van realitzar un estudi amb |0 pacients amb EL, 9 d’ells eren dones, i 7
tenien cancer de pulmo, mama o timus, i van detectar Acs contra el R-AMPA en tots
ells. També van realitzar experiments funcionals incubant el LCR dels pacients durant
[ 1-17 dies amb cel fules hipocampals, i cada 3 dies treien el medi de les cél lules i en
posaven de nou, i van observar que després de 6 dies, el nombre de R-AMPA que hi
havia a la membrana disminuia, igual com havia passat en els experiments anteriors
amb els R-NMDA en posar-los en contacte amb els Acs anti-NMDA, el que suggeria
que en aquest cas, els Acs anti-R-AMPA també podien ser patogenics, i per tant
desencadenar les alteracions neurologiques d’aquests pacients. | per microscopia
confocal van demostrar que el R-AMPA es localitzava al llarg de les dendrites. 9
pacients van respondre al tractament pero amb recaigudes, i | pacient no va ser tractat

i va morir (Lai et al., 2009).

EL R-AMPA és un receptor de glutamat ionotropic, format per quatre subunitats
(GluRl, 2, 3, 4), que es combinen entre elles en forma d’heterotetramers, i tot i que
les diferents subunitats tenen certa homologia, la diana antigénica son el GIuRl i
GluR2. En Pestudi realitzat pel grup de Dalmau, 6 pacients reaccionaven contra la
subunitat GIuR2, i 3 pacients contra la GluR|. EI R-AMPA es localitza a les sinapsis del
cervell, tot i que I'heterotetramer GIuRI/2 es concentra en l'area CA3-CAIl de
I’hipocamp, sistema limbic, subiculum, cerebel, caudat i putamen, i cortex cerebel far. |
I'heterotetramer GIluR2/3 es troba altament concentrat a I’hipocamp i sistema limbic. A
diferéncia dels pacients amb encefalitis de Rasmussen, en aquest cas no s’ha observat
cap reactivitat contra el GIuR3 (Rogers et al, 1994). A nivell funcional, el R-AMPA
intervé en la majoria de les sinapsis excitadores, i esta implicat en els mecanismes de
memoria, aprenentatge i convulsions (Sheperd and Huganir 2007), (Palmer et al,
2005). Els Acs anti-R-AMPA s’associen a I'EL generalment paraneoplasica, i responen al

tractament pero tenen recaigudes. Tres pacients a més tenien altres Acs, un tenia Acs
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contra el GAD (descarboxilasa de I'acid glutamic), I'altre anti-CV2 i laltre anti-SOX i
anti-VGKC.

Patré immunohistoquimic dels Acs anti-R-AMPA.

Fotogrdfia realitzada per nosaltres

6.2 Anticossos contra el receptor GABAg

Al 2010 Dalmau i els seus col laboradors van detectar i identificar, per la tecnica
d’immunoprecipitacid i espectrometria de masses, Acs contra el receptor de l'acid
gamma-aminobutiric (GABA;) en malalts amb EL. Van realitzar un estudi amb malalts
sospitosos de tenir ELP o idiopatica, i reactivitat contra el neuropil de 'hipocamp, i van
detectar Acs contra aquest receptor en |5 pacients. Tots ells tenien convulsions,
confusié i problemes de memoria, i 8 eren homes. Dels |5, 5 tenien CPCP o de
pulmo, i algun quist ovaric benigne o adenopatia mediastinica, i alguns d’ells tenien a
més altres Acs onconeuronals (2 GAD, | SOX, 3 anti-tirosina, 3 Acs contra canals de

Calci). 9 pacients van respondre al tractament satisfactoriament (Lancaster et al,

2010).

El R-GABA; és un receptor transmembrana metabotropic format per dues subunitats:
Bl i B2, pero la diana antigenica dels Acs és la subunitat Bl. Intervé en la transmissio
sinaptica i inhibicio dels neurotransmissors excitadors a nivell post-sinaptic, i modula

els canals de calci i potassi per obtenir un equilibri en el potencial de la neurona
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(estimula I'obertura dels canals de potassi, i evita que s’obrin els de calci). L’alteracio
d’aquest receptor desencadena convulsions i déficits de memoria, i I'experimentacié
amb animals demostra que la falta de R-GABA,; comporta la perdua del control de les
neurotransmissions, tant de les excitadores com de les inhibidores (Moscato et al,

2010), (Schuler et al., 2001).

Patr6é immunohistoquimic dels Acs anti-R-GABAg

Fotografia realitzada per nosaltres

6.3 Anticossos contra el receptor metabotropic mGIluR5.

Al 1982 lan Carr va descriure el cas de la seva filla, una nena de |5 anys amb
progressiva perdua de memoria, anomalies en les converses, depressio, al lucinacions,
alteracions en el comportament, i limfoma de Hodgkin. Va respondre al tractament
satisfactoriament, i Carr va postular que es tractava d’'un mecanisme immunomediat. |
suggeria la possibilitat de que la preséncia “d’Acs circulants” dirigits contra un Ag
expressat pel SN i també pel tumor fos la causa de la sindrome, i la va anomenar
“Sindrome d’Ophelia” (Carr, 1982). Uns anys més tard, al 201 | el grup de Dalmau van
immunoprecipitar el serum de dos pacients amb una clinica similar a la d’Ophelia, i van
detectar i identificar la presencia d’Acs contra el receptor metabotropic de glutamat 5
(mGIuR5). Els dos pacients tenien encefalopatia limbica i limfoma de Hodgkin

(Lancaster et al.,, 201 Ib).
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Els receptors metabotropics de glutamat son una familia de 8 receptors. Es
distribueixen en tres grups: grup | (mGIuR| i mGIuRS), grup Il (mGIuR2 i mGIuR3) i
grup lll (mGluR4, mGIluR6é, mGIuR7, i mGIuRS8), i tots ells tenen la funcio de modular
I'activitat neuronal, activant la senyalitzacio intracel lular per la via d'unid a les
proteines G. Els receptors metabotropics mGLuR| i mGIuR5 comparteixen el 85% de
la seqiiencia d’aminoacids, i segons el patré immunohistoquimic, aquests autoantigens
es distribueixen per tot el cervell. Tot i que el mGIuR5 s’expressa més intensament en
les regions telencefaliques, incloses el cortex cerebral, I'hipocamp (localitzat
especialment en les dendrites de les céllules piramidals i cel{ules granulars),
subiculum, nucli del bulb olfactori, estriat i nucli acumbens. | el mGIuR| s’expressa
principalment en Plhipocamp i cerebel, en la regié perisinaptica de les espines
dendritiques de les cel lules de Purkinje del cortex cerebral i bulb olfactori. EI mGIuR5
actua modulant les funcions sinaptiques i induint la long-term depression (Nicoletti et al.,
201 1) especialment sobre I’hipocamp, i també intervé en la regulacio de la proliferacio,
diferenciacié i autorenovacio de les cel{ules mare, i s’ha vist que les alteracions
genetiques en aquest gen comporten deficits en I'aprenentatge. El mGIuR| en canvi és
necessari per la senyalitzacié dendritica en les cel lules que expressen aquest receptor,
especialment en les sinapsis excitadores, i la correcta activacio del mGLuRI és
imprescindible per I'aprenentatge motor i la coordinacié (Choi et al., 201 1), (Gultekin

et al., 2000).

La presencia d’Acs anti-mGIuR5 s’associa a I'encefalitis i limfoma de Hodgkin, mentre
que els Acs anti-mGIuR| s’associen a la degeneracié cerebel losa paraneoplasica amb

limfoma de Hodgkin o idiopatic.
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Patré immunohistoquimic dels Acs anti-mGIluR5

Modificacio de la figura extreta de: Lancaster et al., Neurology, 2011; 77(18):1698-701

6.4 Anticossos contra el complex proteic dels canals de

potassi ( LGII i Caspr2).

Els Acs contra els canals de potassi (VGKC) es van identificar per RIA (un metode
d’immunoprecipitacié indirecta, que més endavant s’explicara amb detall), i s’havien
relacionat amb sindromes com la sindrome d’lsaac (caracteritzada per una
hiperexcitabilitat  neuromuscular i elevada freqiiencia de  descarregues
neuromiotoniques). Pero al 2001 Buckley i els seus col 1aboradors van descriure el cas
de dos pacients amb EL i Acs contra els VGKC (Buckley et al.,, 2001), i al 2004 Thieben
i el seu grup van descriure la clinica de 7 pacients amb encefalopaties autoimmunes que
també presentaven Acs contra els VGKC (Thieben et al., 2004). | van concloure que
aquests Acs eren un bon marcador de les encefalopaties autoimmunes, en les quals els
pacients acostumaven a respondre al tractament satisfactoriament, i les manifestacions
neurologiques dels malalts amb diferents encefalopaties autoimmunes eren similars i no
es podien diferenciar de PELP, pero si dels casos amb sindrome de Morvan i
encefalopatia de Hashimoto. En ambdos estudis, els VGKC es van identificar per RIA,
pero quan el grup de Dalmau va intentar detectar aquests Acs en el serum de 57
pacients amb “EL i Acs anti-VGKC” pel metode d’'immunofluorescéncia sobre cél fules

HEK transfectades amb VGKC, els resultats van ser negatius (Lai et al., 2010).
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La tecnica RIA es basa en la immunoprecipitacio indirecta utilitzant un marcatge

radioactiu, generalment la dendrotoxina a-125. Els Acs del pacient s’'uneixen a I'Ag

present en el

llisat de membranes neuronals, préviament marcades amb Ila

dendrotoxina a-125, i s’insolubilitza afegint proteina A/G (Figura 5). La desavantatge

d’aquesta tecnica és que s’ immunoprecipita tot el complex proteic.

Figura 5. Esquema representatiu de les desavantatges de la immunoprecipitacié indirecta.
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Dalmau suggeria que els Acs d’aquests pacients amb EL reconeixien una proteina de
membrana que no eren els VGKC, sind una altra proteina associada a aquest
macrocomplex proteic. A diferéncia del R-NMDA, R-AMPA i R-GABA;, que s’havien
identificat per immunoprecipitacié i espectrometria de masses, i posteriorment
s’havien comprovat els resultats per immunoblot amb un Ac comercial dirigit contra la
molécula identificada, o per immunofluorescencia sobre cel lules HEK transfectades, en
el cas dels VGKC s’havien identificat per una tecnica indirecta, i no s’havien comprovat
els resultats per altres tecniques alternatives. Possiblement entre les proteines
immunoprecipitades estava la molecula d’interes, pero també hi havia altres proteines
accessories, i erroniament es va atribuir I'antigenicitat als VGKC (Figura 6). Com bé
suggeria Dalmau, els pacients amb EL reaccionaven contra una altra proteina de
membrana, el LGIl, i també van veure que un nombre reduit de pacients amb

encefalitis, reaccionaven contra la molécula Caspr2 (Lai et al., 2010).
Figura 6. Esquema representatiu de la co-immunoprecipitacio.

_ Neuromiotonia: Caspr2

—  » EL: LGII, i altres proteines?

o Proteina A/G

C::‘ VGKC

‘ Lligands desconeguts
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LGII

El grup de Dalmau van estudiar el serum de 57 pacients amb encefalitis i Acs atribuits
previament als VGKC per la técnica d'immunohistoquimica, immunoprecipitacié i
espectrometria de masses, i posteriorment immunocitoquimica sobre cel fules HEK
transfectades. | per confirmar la identitat de I'autoantigen van realitzar técniques
d’immunoabsorcié i immunohistoquimica sobre teixit de ratoli deficient en LGII (de
I'angles Leucine-rich glioma inactivated). Amb els diferents experiments Dalmau va
demostrar que l'autoantigen especific d’alguns malalts amb encefalitis no eren els

VGKC, sind el LGII (Lai et al., 2010).

El LGIl és una proteina d’uns 63KDa, es troba uniformement distribuida per la
superficie cel {ular (en forma de proteina ancorada a la membrana) i pel citoplasma (en
la forma secretada), interactuant amb la proteina pre-sinaptica ADAM23 i la post-
sinaptica ADAM22, pero els Acs dels pacients reaccionen només contra LGlI, tant si
esta sol com si esta unit a les proteines ADAM. LGII| és un supressor de la metastasi,
la seva funcid esta relacionada amb el control de la invasio tumoral, i també esta
implicat en I'organitzacio de les proteines trans-sinaptiques, incloses la subunitat Kvl.|
dels VGKC (pre-sinaptics) i el R-AMPA (post-sinaptic). A més, s’ha observat que la
mutacioé en aquest gen causa epilépsia parcial i al fucinacions visuals o auditives (Sagane

et al., 2008), (Fukata et al., 2010).

Patré immunohistoquimic dels Acs anti-LGI1

‘._=|"_-3-ﬂ_'_‘-- .- e o 3_|:l_".g|.'-"'"

Fotogrdfia realitzada per nosaltres
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CASPR2

Recentment el grup de Dalmau havia descrit que el LGII era el principal autoantigen
associat a I'EL, préviament atribuit als VGKC, i en el mateix estudi demostraven que
quedava un grup de pacients, amb EL o altres sindromes, que tenien reactivitat contra
un Ag encara desconegut. Per la tecnica d'immunoprecipitacio i espectrometria de
masses, Dalmau i el seu grup van demostrar que un grup concret de pacients tenien
Acs contra la molécula Caspr2 (contactin-associated protein like-2), i tot i que en aquest
cas la clinica no es va examinar extensament, la reactivitat dels Acs es detectava en el

cervell, i també a nivell periferic (Lancaster et al., 201 |a).

Caspr2 és una proteina de la familia de les neurexines. Es troba en el cervell i nervis
periférics, localitzada en la regid juxtaparanodal dels axons mielinitzats, colocalitzant
amb les subunitats KVI.1, Kvl.2 dels VGKC, i ADAM22. La patogenicitat d’aquests Acs
i el motiu pel qual causen una disfuncié en el SNC i SN periféric encara no es coneix,
pero la mutacié6 d’aquesta proteina s’associa a esquizofrenia, psicosis, convulsions

focals, autisme, retard mental, i displasia (Lancaster et al., 201 Ia), (Poliak et al., 1999).

Els Acs anti-Caspr2 s’associen a alteracions en el SNC (encefalitis), SN periferic
(neuromiotonia periférica), o en ambdos (Sindrome de Morvan). La clinica d’aquests
pacients inclou alteracions cognitives, pérdua de memoria, al {ucinacions, deliris,
convulsions, neuromiotonia periférica, i neuropatia sensitiva i motora. Els pacients
acostumen a tenir un tumor, el més frequent és el timoma, i generalment milloren amb

el tractament (Lancaster et al., 201 la), (Irani et al., 2010).
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Patré immunohistoquimic dels Acs anti-Caspr2

Fotografia realitzada per nosaltres

D’aquesta manera s’ha anat veient que cada Ac de membrana s’associa preferentment a

unes determinades sindromes, i a un determinat tipus de cancer (Taula 4).

Taula 4. Anticossos contra antigens de membrana.

Anticos Sindrome neurologica Cancer associat % cancer
R-NMDA Encefalitis, alteracions psiquiatriques Teratoma d'ovari 30
R-AMPA Encefalitis limbica amb recaigudes CPCP, mama, timoma 60
R-GABAg Encefalitis limbica amb convulsions CPCP 70

LGl Encefalitis limbica No 0
CASPR2 Encefalitis, Morvan, hiperexcitabilitat Timoma 30
mGLURS Encefalitis limbica Limfoma de Hodgkin 100%?
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7. Mecanisme patogenic dels anticossos de

membrana.

Fins al moment, totes les encefalitis s’havien associat a Acs que reaccionaven contra
proteines intracel {ulars, en les que el mecanisme patogenic s’associa preferentment a
les céllules T, i els Acs només contribuirien al desenvolupament de la resposta
immune, de manera que no es creu que tinguin una accid directa perqué no tenen
accés a I'’Ag. Pero amb aquest nou grup de SNP associades a Ags de membrana, la
hipotesi del rol patogenic varia una mica. Balice-Gordon i el seu grup, estudiant el R-
NMDA van desenvolupar una hipotesi sobre el mecanisme patogenic de I'encefalitis
associada als Acs anti-R-NMDA, que per la similitud que hi ha entre els Acs associats a
Ags de membrana, possiblement aquesta hipotesi també sigui valida per la resta de

reactivitats.

En el grup de malalts amb encefalitis i Acs contra el R-NMDA (Figura 6) es creu que
la resposta s’inicia per (A) la deteccio d’Ags neuronals expressats en el teratoma
d’ovari o altres tumors, o (B) per raons desconegudes. L'expressio ectopica dels
receptors per part del tumor, o altres mecanismes (com el mimetisme molecular),
trencaria la tolerancia immunologica i provocaria I'activacié del sistema immune, que
desencadenaria I'activacio de les cel lules dendritiques i cél lules T per poder fer la
presentacio antigeénica i generar cel fules B memoria (1) entre altres. Les cel {ules B
maduraran a cellules plasmatiques i sintetitzaran Acs especifics d’Ag (2), que
reconeixeran I’Ag expressat en el tumor (3), i en el SNC (4). Per causes desconegudes
la BHE esta alterada i és més permeable, i aixo es produeix en estadis inicials de la
malaltia. A més, les cel fules B memoria i cel lules T activades travessarien la BHE quan
es troba en condicions normals (5), de manera que aquestes cél lules entrarien i re-
estimularien el sistema immune (6) provocant I'expansid clonal i diferenciacié de les
cél lules B memoria a cel ules plasmatiques dins el SNC (7), que produiran més Acs a
nivell intratecal (8). Els Acs procedents de fora la BHE (4) i els de sintesi intratecal (8)
provocarien la internalitzacié del receptor antigenic, causant la disfuncié d’aquest (9)

(Moscato et al., 2010).
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Figura 6. Mecanisme patogénic dels anticossos contra el receptor NMDA.

s NMDA

V' receptor L Antibody

Moscato E.H et al. Eur J Neurosci, 2010; 32(2):298-309

Un fet que dona suport a aquesta hipotesi és que en moltes SNP el LCR dels malalts
mostra pleocitosi limfocitaria i sintesi intratecal d’Acs, el que suggereix que després de

I'activaci6 inicial de la resposta immune, hi ha una expansié d’aquesta resposta dins el

SN (Dalmau and Rosenfeld, 2008).

El rol patogenic dels Acs s’ha establert per diverses raons:
I) Els Acs tenen accés directe a 'Ag.

2) Els Acs provoquen la internalitzacio dels receptors, alterant la seva estructura i/o

funcid, en I'analisi in-vitro.

3) Quan la clinica del pacient millora, hi ha una disminucioé de la quantitat d’Acs en el

serum i LCR, i una disminucio de les alteracions sinaptiques i cel ‘lulars.
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8.Esclerosi multiple i anticossos contra la

contactina-2.

8.1 Concepte d’Esclerosi multiple.

L’esclerosi multiple (EM) es troba entre les malalties neurologiques més freqlients i
importants pel que fa a la seva freqliencia, cronicitat i tendéncia a atacar a joves i
adults. Es una malaltia inflamatoria del SNC que té una clinica i una patologia
heterogenia, clinicament es caracteritza per una afectacio, d’extensié variable, dels
nervis optics, tronc cerebral i medul 1a espinal, que apareix i remet durant un periode
de molts anys. Les manifestacions neurologiques son nombroses i estan associades a la
localitzacid i extensio dels focus de desmielinitzacio, depenent de les arees danyades
poden tenir afectacio a la vista, a la sensibilitat, a la coordinacié del moviment, etc. tot i
que les lesions tenen predileccio per certes parts del SNC. Pero és dificil de
diagnosticar en estadis inicials ja que els simptomes no son sempre molt evidents, i en
molts casos apareixen i desapareixen durant mesos, pero la desmielinitzacio es

continua produint, de manera que la malaltia avanga (Ropper et al., 2007).

L’aparenca histologica de la lesi6 depén de la seva edat. Les lesions relativament
recents mostren destruccid parcial o complerta i perdua de mielina per tota la zona,
esta formada per 'acumulacié de molts petits focus, i s’observa degeneraci6 lleugera
d’oligodendroglia, reaccié neuroglial (astrocitica) i infiltracio perivascular de ceél fules
mononuclears i limfocits, i més tard els macrofags infiltren les lesions. Per un altre
costat les lesions de llarga durada es componen de teixit fibroglial, i fins a cert punt
acel fular, amb només limfocits i macrofags perivasculars ocasionals. Degut a que és
una malaltia heterogénia, molts estudis sobre la patogenicitat s’han centrat en estudiar
les lesions desmielinitzants de la substancia blanca en la fase cronica de la malaltia, i
recentment la societat nacional americana d’EM va desenvolupar un projecte amb
I'objectiu de catalogar els diferents tipus de lesions, i desenvolupar un model més

precis. El tipus de lesions s’han classificat en 4 patrons:
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- Patro . En la lesio hi ha plaques amb infiltrats inflamatoris, predominantment
de cellules T i macrofags, al voltant dels vasos i capil 1ars. Els oligodendrocits

estan relativament intactes i no hi ha signes d’activacié d’Acs.

- Patro Il En la lesid predominen els infiltrats inflamatoris amb cel lules T i B, i

hi ha deposits d’Acs amb complement activat.

- Patré Il Les lesions son difuses i presenten inflamacio. Es caracteritza per una
apoptosi  d’oligodendrocits, mielina vesiculitzada i pérdua de MOG
(glucoproteina mielinica oligodendrocitica, de I'angles myelin oligodendrocyte
glycoprotein), una proteina que constitueix la mielina. Les lesions no envolten els

vasos ni capil {ars, i hi ha un anell de mielina intacte al seu voltant.

- Patro IV. La lesio es presenta amb marges irregulars. Es caracteritza per la
mort no apoptotica d’oligodendrocits, i no s’observa inflamacié ni dany de la
mielina. No hi ha oligodendrocits en el centre de la lesié i no esta activat el

complement, ni hi ha perdua de MOG.

Els dos primers patrons es consideren atacs autoimmunes contra la mielina, mentre
que els dos Ultims son contra els oligodendrocits. Alguns dels experts no estan massa
d’acord amb aquesta classificacioé ja que posen en dubte la significacid que té, creuen
que les lesions poden passar d’un tipus a un altre amb el temps, altres experts creuen
que malgrat no sigui una classificacid perfecta i encara quedi molt per descobrir sobre
aquesta malaltia ajuda a agrupar els malalts, per poder conéixer millor les diferents

evolucions de 'EM (Hu and Lucchinetti, 2009).

La causa de la malaltia continua sense identificar-se, es coneix que hi ha una
susceptibilitat a determinats factors genétics i ambientals, i tot suggereix que és
d’etiologia autoimmune. Alguns experts creuen que un contacte amb determinades
infeccions virals durant la infantesa desencadenaria un mimetisme molecular, que anys
més tard, per causa desconeguda conduirien a que es trenqués la tolerancia. El sistema
immunologic atacaria la mielina dels axons, produint dany o inclus destruccié dels

nervis, i aixo provocaria les alteracions en la comunicacié neuronal.
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Es creu que I'estratégia immunologica varia segons I'evolucio de la malaltia. La fase
remitent recurrent es caracteritza per brots clinics i alteracions que s’aprecien amb la
ressonancia magnetica i una minima discapacitat, manifestacions que estarien
desencadenades per una resposta immune adaptativa. Per contra, la fase secundaria
progressiva, es caracteritza per absencia de brots clinics i estaria desencadenada per

una resposta immunologica innata (Figura 7) (Weiner, 2009).

Figura 7. Sistema immune i curs de I'esclerosi multiple.
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Weiner H.L. et al. Ann Neurol. 2009; 65(3):239-48.

8.2 Mecanisme patogenic de I’esclerosi multiple.

La inflamacié del SNC causa el dany, i la patologia de 'EM es defineix com un procés
inflamatori associat a la formacié de plaques focals de desmielinitzacio de la substancia
blanca del cervell i medulla espinal. Els factors concrets que desencadenen la
inflamacio i la resposta autoimmune es desconeixen, a nivell ambiental la predisposicid
s’associa al mimetisme molecular d’alguna infeccié anterior, pero tot i que els virus
. . , , ,
podrien desencadenar les recaigudes, finalment no s’ha demostrat que per si sols

desencadenin 'EM. Tot i aixi, alguns estudis suggereixen que infeccions que afecten al
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SNC durant la infantesa o I'adolescencia, com el virus de I'Epstein-Barr, podrien tenir un

rol important (Weiner, 2009).

Per un altre costat 'EM es diagnostica preferentment en caucasics respecte altres
grups étnics, fet que déna suport a la hipotesi de la implicacié genética, a més estudis
recents han identificat alguns gens associats a aquesta susceptibilitat (Hafler et al,
2007), tot i que aquests no s’hereten segons un patré simple de transmissio
mendeliana, sind6 que la susceptibilitat global ve determinada per interaccions
complexes de variants al {éliques d’'un gran nombre de gens, que de forma individual
només contribueixen al risc global de la malaltia. Els estudis epidemiologics indiquen
una etiologia multifocal, pero el principal gen (30% de susceptibilitat) s’associa al MHC,
codificat en el cromosoma 6, concretament als gens de I'HLA-D, una molécula
involucrada en el reconeixement i presentacié d’Ags al sistema immune, seguit del gen
que codifica per la cadena alfa del receptor de la interleucina 2 (IL-2), i amb menys
rellevancia també hi ha susceptibilitat associada als gens que codifiquen per la IL-7, i a
altres gens que codifiquen per molécules coestimuladores, receptors, kinases, i

proteines reguladores entre altres.

Molts immunolegs creuen que 'EM és una malaltia desencadenada per I'accio de les
céllules T. La idea es recolza en 'evidéncia de que aquest tipus de cél lula inicia les
lesions en I'encefalomielitis autoimmune experimental (EAE, un dels models animals de
’EM). Pero tot i que I'entrada de les cél lules T-autoreactives en el SNC desencadena
una reaccié inflamatoria perivascular, la relaci6 amb la desmielinitzacio, una
caracteristica principal de 'EM, no esta clara. Per contra, és possible que I'estimulacio
intensa de les cel fules T sigui per si mateixa suficient per induir la desmielinitzacio, tot
i que altres investigadors creuen que es requereix una agressio o estimulacio addicional

(Lassmann et al., 2007).

La funcid dels factors humorals i cellulars en la produccié de les plaques focals
desmielinitzants encara no es coneix completament, pero la participacio del sistema
immunologic és evident per la presencia de proteines immunologiques oligoclonals en
el LCR de la majoria dels malalts. Els Acs que es troben en el serum dels pacients amb

EM (i alguns individus sans) tenen la capacitat de lesionar la mielina, inhibir la
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remielinitzacio i bloquejar la conduccié6 axoniana quan s’afegeixen als cultius

procedents de teixit nervids de ratolins nounats, en preséncia de complement.

Pel que fa als factors cel {ulars es creu que tenen un rol patogenic, sobretot per part
dels limfocits T, que regulen les reaccions immunologiques, ja sigui potenciant-les
(cel lules T auxiliars) o inhibint-les (cel lules T supressores). Les cel 1ules auxiliars (T-
CD4) es troben en abundancia dins de les plaques d’EM i al voltant de les venules, i
esta demostrat que els receptors de les cél fules T responen als Ags presentats per les
molecules que expressen MHC classe Il (macrofags i astrocits). Es creu que aquesta
interaccié estimula la proliferacié de cel fules T i activa una cascada d’esdeveniments
cel lulars relacionats, que inclouen l'activacié de cel {ules B i macrofags, i la secrecié de
citocines com linterfero. Aquests mecanismes celfulars s’acompanyen de la
desintegracié de la BHE, i en casos molt intensos també es déna destruccié
d’oligodendrocits i mielina. Aquestes dades donen suport a la hipotesi de la reaccid
inflamatoria autoimmune mediada per ceél{ules T, almenys com a mecanisme per
mantenir la inflamacié. Al principi es creia que les recaigudes cliniques es
caracteritzaven per la reduccié de limfocits T supressors en la sang, pero esta

demostrat que aquesta és una caracteristica inconstant.

Les proves histologiques suggereixen que la destruccio es dona només en uns quants
oligodendrocits que es troben en les zones de desmielinitzacié activa, pero la resta
d’oligodendrocits tenen poca capacitat de proliferacié. En el seu lloc hi ha una entrada
de cel1ules oligodendroglials precursores, que maduraran fins convertir-se en

oligodendrocits per tal de brindar als axons residuals nova mielina (Ropper etal., 2007).

Possiblement la lesié aguda s’inicia per un atac de les cél lules T-CD4. Per causes
desconegudes, citocines proinflamatories es secretarien periféricament i entrarien al
cervell i medul 1a espinal, on alterarien la BHE trencant les unions epitelials estretes
(tight-junctions), aixo la permeabilitzaria, obrint el pas a macrofags i cel lules T-CD4 que
iniciarien el procés inflamatori i I'atac immunologic, i en consequiéncia es produiria el
dany neuronal. Déna suport a aquesta hipotesi, que en lesions actives s’observi un
procés inflamatori, acompanyat d’alteracions en la BHE, i expressio local de

quimiocines i citocines inflamatories. (Lassmann et al., 2007), (Weiner, 2009).
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La resposta adaptativa esta desencadenada preferentment pels limfocits T, pero alguns
experts creuen que la causa que ho desencadena és l'alteracio de les cel lules Tregs), o
un defecte en la seva regulacid, i aixo provocaria alteracions en la regulacid de les
cel lules T-CD4. De fet, algunes terapies tenen com a objectiu induir la funcié de les
Tregs. Les cél lules T-CD8 sembla que no tenen un paper massa rellevant, tot i que

s’han trobat infiltrats de T-CD8 en les lesions (Sakaguchi et al., 2008), (Weiner, 2009).

8.3 Autoanticossos en I’esclerosi miultiple.

Fins fa poc el concepte de 'EM suggeria que la resposta immunologica desencadenada
per les cel {ules T era suficient per causar el dany neuronal, pero estudis patologics
suggereixen que els Acs contribueixen a iniciar les plaques i la desmielinitzacio (Breij et
al., 2008). A més, s’ha demostrat que molts dels malalts amb EM tenen autoanticossos

en el serum i LCR (Villoslada et al., 2010).

8.3.1 Anticossos contra la mielina

Molts d’aquests autoanticossos reaccionen contra algun dels tres components proteics

de la mielina:

- Una d’elles és la proteina basica de la mielina (MBP, de I'anglés myelin
basic protein), es localitza a la capa més interna de la mielina i esta implicada en
el manteniment de l'estructura compacta, pero el fet que es tracti d'un Ag
intracel lular dificulta que els Acs hi tinguin accés, i per tant questiona el paper

patogenic dels Acs anti-MBP (Warren and Catz, 1989).

- L’altra és la proteolipoproteina (PLP), en la que succeeix una cosa similar a
la MBP. Pero també s’han descrit Acs anti-PLP en el LCR de pacients amb EM i
malaltia activa en els quals no se’ls hi detectaven Acs anti-MBP. Altres autors
pero utilitzant les mateixes teécniques no han estat capagos de confirmar
aquests resultats. També s’ha descrit un augment de cel {ules B secretores de

PLP en el LCR (Warren and Catz, 1994).
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- | el tercer autoantigen principal es la glucoproteina mielinica
oligodendrocitica (MOG, de 'angles myelin oligodendrocyte glycoprotein), una
proteina transmembrana tipus | que s’expressa exclusivament en el SNC, es
localitza a la plasmembrana dels oligodendrocits i a la superficie de la baina de
mielina, i t& un Unic domini d'immunoglobulina extracel lular que permet que
els autoanticossos hi tinguin facil accés, sense necessitat de produir un dany
previ, ja que la proteina esta exposada (Kroepfl et al., 1996). Els Acs anti-MOG
son capagos de produir desmielinitzacio i exacerbar 'EAE (Stefferl et al., 1999),
i aixo es produeix a través dels epitops conformacionals, doncs s’ha comprovat
que aquests Acs no tenen cap efecte patogenic sobre els epitops lineals o
peptids. Per contra, cal comentar que la rellevancia patogenica encara es
questiona ja que els estudis de deteccio d’aquests Acs en el serum o LCR de
malalts amb EM respecte els controls o respecte malalts amb altres malalties
neurologiques van donar resultats molt variables, fet que es podria atribuir a
I'’heterogenicitat de la poblacié estudiada. Aixo implica per tant, que el valor
diagnostic i de pronostic encara esta per determinar (Breithaupt et al., 2003).
Pero doéna suport a la hipotesi del rol patogenic dels Acs un estudi recent
realitzat amb 325 pacients amb EM, en el que es va observar reactivitat contra
3 isoformes diferents de MOG, i els titols quantitatius es correlacionaven amb
les caracteristiques de la malaltia, tot i que no es correlacionaven amb un perfil

concret de la malaltia (Menge et al., 201 1).

8.3.2 Anticossos contra altres components proteics del SNC

També s’ha detectat la preséncia d’altres Acs dirigits contra components del SNC

diferents de la mielina:

- Alguns malalts tenen Acs contra la neurofascina (NF), una proteina de la
familia de les molecules d’adhesio, que té dues isoformes i tant la NFI55 com a
la NFI86 (que deriven del mateix gen i es formen per un processament
alternatiu) tenen dominis extracel {ulars amb dominis immunoglobulina, identics
a la fibronectina, el que afavoreix la reactivitat creuada dels Acs contra aquestes

proteina. La NF155 és una proteina mielinica produida per 'oligodendroglia que
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es localitza en la regio juxtaparanodal, i contribueix a la unié de la baina de
mielina amb I'axé. La NFI86 és una proteina neuronal situada a la superficie del
segment inicial dels axons mielinitzats i al nodul de Ranvier, i contribueix a
mantenir I'arquitectura molecular que permet la conduccié saltatoria en el
nodul de Ranvier. L’efecte patogenic dels Acs contra la NF ha estat demostrat
en experiments in-vitro en els que s’ha observat que aquests Acs indueixen
deficits electrofisiologics en I'hipocamp amb un efecte patogenic depenent de
complement, i en models animals s’ha demostrat que pot exacerbar la gravetat
de 'EAE, produint un dany axonal agut pero reversible, i associat als deposits
de C9 (un component del complement) (Mathey et al., 2007), (Pomicter et al.,
2010).

- Fa poc la contactina-2 ha estat identificada com un autoantigen reconegut
tant per les cél fules T com pels Acs en alguns malalts amb EM. La contactina-2
és una proteina expressada en els oligodendrocits, cél lules de Schwan, i en la
regid juxtaparanodal de les fibres mielinitzades, i també s’expressa en les
neurones de la substancia gris de I'hipocamp i medul 1a espinal. No hi ha massa
estudis realitzats sobre aquesta proteina, pero la seva localitzacié suggereix que
'autoimmunitat enfront la contactina-2 podria estar implicada en les lesions de
la substancia gris dels malalts amb EM. De fet, estudis funcionals en el model
animal EAE mostren que les cel {ules T-especifiques de TAG-| (proteina murina
homologa a la contactina-2) i els Acs contra TAG-1, indueixen inflamacié de la
substancia gris en els animals. A més s’ha demostrat que la proliferacié de
cél lules T-especifiques de contactina-2 és major en pacients amb EM respecte
els grups control, i aquesta resposta especifica d’Ag s’associa a la secreci6 d’IL-
|7, interferé-gamma, i citocines neuroinflamatories (Derfuss et al, 2009),

(Derfuss et al., 2010).

- Per un altre costat recentment (al 2012), s’ha identificat un nou autoanticos,
que reacciona contra la molécula Kir4.l (de I'anglés inward rectifying potassium
channel), present en el 46.9% dels pacients amb EM. Srivastava, Hemmer i el seu
grup han demostrat per diverses tecniques (immunoprecipitacié, immunoblot, i
estudis amb models animals, entre altres) la presencia d’Acs que reaccionen

contra la part extracel {ular de la molecula Kir4.l en malalts amb EM. Aquesta
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proteina esta implicada en el manteniment del gradient electroquimic a través
de la membrana, i és critica per la correcta concentracid del potassi. A més,
experiments amb models murins en els quals se’ls hi havia injectat un serum
amb IgG anti-Kir4.l van mostrar que aquests Acs alteraven I'expressié de la
proteina glial GFAP (de I'angles, Glial Fibrillary Acidic Protein), induien la perdua de
la molécula Kir4.l en astrocits i oligodendrocits, i activaven la via del
complement, i a més van observar que els deposits de complement es
concentraven a les regions on es trobava la delacio de Kir4.l. No van trobar
diferencies significatives entre els titols d’Acs que tenien pacients amb la
sindrome aillada, EM remitent-recurrent o EM progressiva, ni tampoc van
observar correlacié entre la preséncia d’Acs i la clinica o les caracteristiques del

LCR (Srivastava et al., 2012).

Malgrat la falta d’especificitat dels Acs associats a 'EM, la seva deteccid en els pacients
reflecteix la presencia d’'una resposta immunologica activada, per tant haurien de ser
potencialment utils com a marcadors diagnostics de classificacio i activitat clinica, tal
com passa en altres malalties immuno-mediades, pero fins I'actualitat no s’han pogut
associar a una subclassificacio immunopatogenica, la majoria d’Acs que es troben en
malalts amb EM també es troben en altres sindromes i inclus en individus sans. Per una
altra part, resulta complicat establir amb certesa si el paper dels Acs és patogenic,
regulador, acompanyant, o inclus reparador, tot i que durant els Ultims anys s’esta
donant suport a la idea de que els Acs i les cél lules B poden tenir un paper important
en la patogenia de 'EM, i dona suport a aquesta hipotesi la identificacid del nou
autoantigen Kir4.1. Els estudis del LCR revelen una associacio entre la progressio de la
malaltia i la produccio intratecal d’lgG, el predomini de céllules B i la preséncia de
bandes oligoclonals d’IgM. A més, son evidents els resultats amb exit dels tractaments
amb immunomoduladors i immunosupressors que incideixen sobre I'aclariment dels
Acs (plasmaféresi), o sobre la depleci6 de les célules B (Rituximab® etc.).
Possiblement les cel lules B tenen una funcié central en la resposta immune al SNC

que explicaria la persisténcia i estabilitat de les bandes oligoclonals en el LCR.
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1l. OBJECTIUS

I. Caracteritzar el perfil clinic i immunologic de les encefalitis

associades a anticossos contra antigens de membrana.

2. Identificar nous anticossos contra antigens de membrana implicats

en la patofisiologia de les encefalitis paraneoplasiques.

3. Caracteritzar el perfil clinic de pacients amb esclerosi multiple i

anticossos contra la proteina contactina-2.
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ABSTRACT

Background: y-Aminobutyric acid-B receptor antibodies (GABAgR-ab) were recently described in
15 patients with limbic encephalitis (LE), associated with small-cell lung cancer (SCLC) or with
concurrent glutamic acid decarboxylase (GAD) antibodies. We analyzed the frequency of
GABAgR-ab in 147 patients with LE or neurologic syndromes associated with GAD-ab.

Methods: We examined the presence of GABAgR-ab in 70 patients with LE (33 paraneoplastic
with onconeural antibodies, 18 paraneoplastic without onconeural antibodies [5 with Gad-ab],
and 19 idiopathic with either GAD-ab [5 patients] or seronegative) and 77 patients with GAD-ab-
associated neurologic syndromes other than LE (29 stiff-person syndrome, 28 cerebellar ataxia,
14 epilepsy, and 6 with diverse paraneoplastic neurologic syndromes). GABAgR-ab were ana-
lyzed in serum or CSF by indirect immunofluorescence on HEK293 cells transfected with
GABAg, and GABAg, receptor subunits.

Results: GABAgR-ab were detected in 10 of the 70 patients with LE (14%). Eight had SCLC and 2
were idiopathic. One of the 8 patients with LE with SCLC had an additional onconeural antibody
(Hu) and 2 GAD-ab. GABAgR-ab were identified in 7 (70%) of the 10 patients with LE and SCLC
without onconeural antibodies. GABAgR-ab antibodies were not found in patients with GAD-ab
and stiff-person syndrome, idiopathic cerebellar ataxia, or epilepsy. However, one patient with
GAD-ab, paraneoplastic cerebellar ataxia, and anaplastic carcinoid of the thymus also presented
GABAgR-ab.

Conclusions: GABAgR-ab are the most common antibodies found in LE associated with SCLC
previously considered “seronegative.” In patients with GAD-ab, the frequency of GABAgR-ab is
low and only observed in the context of cancer. Neurology® 2011;76:795-800

GLOSSARY

AMPAR = a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor; BRSK = brain serine/threonine kinase;
GABAgR-ab = y-aminobutyric acid-B receptor antibodies; GAD = glutamic acid decarboxylase; LE = limbic encephalitis;
LGI1 = leucine-rich, glioma-inactivated 1; NMDAR = N-methyl-p-aspartate receptor; PCD = paraneoplastic cerebellar de-
generation; SCLC = small-cell lung cancer; SPS = stiff-person syndrome; VGKC = voltage-gated potassium channel.

Recent studies show that some cases of encephalitis in adults and children may be caused by an
autoimmune dysfunction that generates antibodies against surface proteins of the CNS syn-
apses.! At present, the target antigens include the excitatory glutamate /N-methyl-D-aspartate
(NMDAR) and a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPAR) receptors,
the inhibitory y-aminobutyric acid-B (GABAy) receptor, and the leucine-rich, glioma-
inactivated 1 (LGI1) protein.*?

Patients with any of these autoimmunities may present with a typical syndrome of limbic
encephalitis (LE), characterized by short-term memory loss, behavioral disturbances, confu-
sion, and seizures, or in the case of NMDAR antibodies, a widespread encephalitis expressed
with subacute atypical psychosis, catatonia, dyskinesias, autonomic instability, and central
hypoventilation. Overall, these disorders may be paraneoplastic or idiopathic, the associated
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antibodies are probably pathogenic, and, un-
like onconeural antibodies, the presence of
these antibodies does not necessarily indicate
that the patient has an underlying tumor.!
Antibodies to GABA receptor (GABAZR-
ab) were recently identified in 15 patients
with idiopathic or paraneoplastic LE.# Sei-
zures were the presenting clinical symptom in
13 patients. Seven of the 15 patients had lung
tumors and 5 of these were small-cell lung
cancer (SCLC). Three patients also had glu-
tamic acid decarboxylase antibodies (GAD-
ab). Ten patients received treatment for the
LE and 9 showed neurologic improvement.*
We previously described that the concur-
rent detection of onconeural antibodies, par-
ticularly against amphiphysin, and antibodies
against neuronal surface proteins was not un-
usual in patients with paraneoplastic LE and
lung cancer.® The aim of the present study
was to analyze the presence of GABAzR-ab in
patients with paraneoplastic (with and with-
out onconeural antibodies) and idiopathic
LE, and neurologic syndromes associated with

GAD-ab.

METHODS Patients. We reviewed 147 patients with final
diagnosis of LE, or with other neurologic syndromes associated
with GAD-ab whose serum or CSF was sent to our laboratory
(Barcelona, Spain) for analysis of antineuronal antibodies. LE
was defined by the subacute onset of short-term memory loss,
behavior change, seizures, and involvement of the temporal lobes
by EEG, imaging studies, or postmortem examination. LE was
considered definite paraneoplastic if a tumor was diagnosed or
the serum presented well-characterized onconeural antibodies
(Hu, Yo, Ri, CV2, Ma2, amphiphysin).” The diagnosis of defi-

nite idiopathic LE required the absence of cancer and well-

characterized onconeural antibodies, and a follow-up of at least 3
years. Patients with LE with a shorter follow-up were classified as
possible idiopathic LE. Patients with GAD-ab were classified, as
previously reported, in one of the following groups: stiff-person
syndrome (SPS), cerebellar ataxia, isolated epilepsy, and para-
neoplastic neurologic syndromes.® The information was ob-
tained from forms filled out by the referring neurologists,

telephone interviews, and review of the clinical records.

Standard protocol approvals, registrations, and patient
consents. The study was approved by the Ethics Committee of
the Hospital Clinic. Samples are deposited in the collection of
biological samples named “neuroinmunologia” registered in the
biobank of Institut d’Investigacié Biomedica August Pi i Sunyer
(IDIBAPS), Barcelona, Spain.

Immunologic studies. Onconeural antibodies, SOX1-ab, and
GAD-ab were screened by immunohistochemistry performed on
frozen sections of paraformaldehyde-perfused rat cerebellum using
an avidin-biotin immunoperoxidase technique and confirmed by
immunoblot when indicated.” GAD-ab were confirmed by radio-
immunoassay.® Neuropil antibodies were screened by immunohis-
tochemistry on frozen sections of rat brain postfixed with 4%
paraformaldehyde.> The presence of AMPA glutamate receptor an-
tibodies was confirmed by immunofluorescence on HEK-293 cells
transfected with plasmids containing the appropriate antigens,’ and
voltage-gated potassium channel (VGKC) antibodies were con-
firmed by radioimmunoassay.

GABAgR-ab were screened on HEK293 cells transfected
with plasmids containing rodent GABAg, and GABAg, in
equimolar ratios.* Positive samples were also analyzed by immu-
nocytochemistry of rat hippocampal neuronal cultures. Both
techniques have previously been described. Briefly, HEK293
transfected cells were incubated with the patients’ serum (dilu-
tion 1:20) or CSF (1:2) for 1 hour at 37°C, washed, fixed with
4% paraformaldehyde, permeabilized with triton X, incubated
with a rabbit polyclonal GABAg, antibody (1:1,000) (Santa
Cruz Biotechnology, sc-14006; Santa Cruz, CA) followed by the
appropriate Alexa Fluor secondary antibodies (Molecular Probes,
Eugene, OR). For immunocytochemistry of rat hippocampal
neuronal cultures, live neurons grown on coverslips were incu-
bated with the patients’ serum (1:100) or CSF (1:2) for 1 hour at
37°C, washed, fixed with 4% paraformaldehyde, and immuno-

reacted with antihuman immunoglobulin G Alexa Fluor second-

[ Figure 1 Detection of y-aminobutyric acid-B receptor antibodies (GABAgR-ab) using a HEK293 cell-based assay ]

HEK293 cells were transfected to express GABAg4 5 receptor and incubated live, not permeabilized, with a patient's CSF. Afterwards, cells were fixed,
permeabilized, and incubated with a polyclonal antibody against an intracellular epitope of the B1 subunit of the GABAg receptor. Note that patient's CSF
stains the cell surface of cells that specifically express GABAg receptors (A), as demonstrated by the intracellular reporter antibody (B). Both reactivities
are shown merged in C. Nuclei counterstained with DAPI. Scale bar = 20 um.
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Figure 2

Primary culture of rat hippocampal neurons incubated in vivo with
CSF of a patient with y-aminobutyric acid-B receptor antibodies

There is an intense punctate reactivity in the neuronal membrane consistent with immuno-
reactivity against a surface antigen. Scale bar = 20 um.

ary antibody. Results were photographed under a fluorescence
microscope using Zeiss Axiovision software (Zeiss, Thornwood,
NY). To confirm the specificity of the neuronal reactivity, all
positive samples were preabsorbed with the non-neuronal cell
line HEK293 to remove antibodies that could react with non

neuronal specific surface antigens.

RESULTS Eleven of the 147 patients tested positive
for GABALR-ab on the screening of HEK293 cells
transfected with the B1 and B2 subunits of the

Table1

Frequency of GABAgR-ab in 147 patients with limbic encephalitis or

GAD-ab-associated neurologic syndromes

Syndrome
Paraneoplastic LE
With onconeural ab?
Without onconeural ab®
Idiopathic LE®
GAD-ab-positive, non-LE
Stiff-person syndrome
Cerebellar ataxia
Epilepsy

Paraneoplastic

Comments

No. of GABAgR-ab on positive
patients positive (%) cases
51 8(16)
33 1(3) Hu-ab with SCLC
18 7(39) All SCLC, GAD-ab: 2
19 2(14) Short follow-up
77 1(1)
29 0(0)
28 0(0)
14 0(0)

6 1(17) Cerebellar ataxia

Abbreviations: GABAgR-ab = y-aminobutyric acid-B receptor antibodies; LE = limbic en-
cephalitis; SCLC = small-cell lung carcinoma.

2 Hu-ab (26), Ma2-ab (4), amphiphysin-ab (3). Lung cancer in 18 patients.

® GAD-ab in 5 patients. Lung cancer in 11 patients (SCLC 10, non-SCLC 1).

¢ GAD-ab in 5 patients. Definite idiopathic (=3 years of follow-up without cancer) LE, 7

patients.

GABAR (figure 1). All positive samples immunore-
acted in vivo with primary cultures of hippocampal
neurons (figure 2). GABAR-ab were positive in
both serum and CSF in the 5 patients from whom
paired samples were available. Median titer of
GABAgR-ab was 1/120 (range 40-2,000) in serum
and 1/60 (range 20—640) in the CSF.

We found GABAyR-ab in 10 patients with LE.
Positive GABAgR-ab were identified more fre-
quently in the group of paraneoplastic LE without
onconeural antibodies (previously considered “sero-
negative”) (table 1). Seven (39%) of the 18 patients
were GABAgR-ab-positive and all had SCLC. In to-
tal, positive GABALR-ab were identified in 7 (70%)
of the 10 patients with LE and SCLC without onco-
neural antibodies. The other 3 patients were positive for
AMPAR-ab. We previously demonstrated that 9 (39%)
of 23 patients with paraneoplastic LE had concomitant
onconeural or other antibodies against intraneuronal
antigens, and antibodies against unidentified neuronal
surface antigens.® In this study, we analyzed 33 patients
with LE and onconeural antibodies, and only one, with
Hu-ab and SCLC, tested positive for GABALR-ab.
However, 4 of the 7 patients with LE with GABALR-ab
without onconeural antibodies presented antibodies
against intracellular antigens (table 2). Two patients had
GAD-ab (one also SOX1-ab), one Hu-ab, and, in 2
cases previously reported, one had brain serine/threo-
nine kinase (BRSK)2-ab and the other SOX1 and
VGKC-ab.>1

No tumor was identified in the remaining 2
GABAgR-ab-positive patients but the follow-up is
too short to classify them as definite idiopathic LE.
In the group of 10 patients with LE and GAD-ab,
the coincidence of GABARR-ab and GAD-ab oc-
curred in 2 patients with SCLC whereas the other 3
patients with paraneoplastic LE associated with other
tumors (thymoma 2, lymphoma) were GABALR-ab-
negative. None of the 5 patients with idiopathic LE
and GAD-ab were positive for GABALR-ab (table 1).

A summary of the clinical features of the
GABAR-ab-positive patients is presented in table 2.
Nine of the 10 patients with GABAR-ab and LE
were men. Median age was 60 years (range 47-70
years). Seizures were the predominant and presenting
symptom in 8 patients and 2 required admission to
the intensive care unit for control of the seizures. All
patients also presented confusion, disorientation,
memory loss, or behavior changes consistent with en-
cephalitis predominantly involving the limbic sys-
tem. The CSF disclosed mild lymphocyte pleocytosis
in 4 patients. Brain MRI showed increased fluid-
attenuated inversion recovery signal in one or both
hippocampus and amygdala in 7 patients. In 4 of

them the initial brain MRI was reported normal.
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[ Table 2

Age,
Case y/sex
1 60/M
2 57/F
3 66/M
4¢ 47IM
54 69/M
6° 70/M
7 58/M
82 61/M
9 61/M
10 50/M
11 57/F

Cancer

SCLC

SCLC

SCLC

SCLC

SCLC

SCLC

SCLC

SCLC

Carcinoid
of thymus

Clinical features and outcome of patients with positive GABAgR-ab

MRI CSF

Presenting temporal pleocytosis Other

symptoms? lesions (WBC) antineuronal-ab  Treatment Outcome

Status epilepticus Left Yes (unknown)  None Steroids, 1VIg Partial control of seizures
(dead from ICU
complications)

Seizures, behavior Bilateral No None Steroids, [VIg Complete recovery®

change

Seizures, confusion Normal Yes (18) GAD Steroids, IVIg Not available (short
follow-up)

Seizures, behavior Bilateral Yes (20) S0OX1, VGKC Steroids, IVIg, chemotherapy  Partial recovery,

change, memory relapsing course (dead

impairment from cancer progression)

Seizures, memory Left Traumatic None Chemotherapy Partial response; dead

impairment, from cancer-related

confusion treatment (3 mo)

Seizures, memory Normal No GAD, SOX1 Steroids, IVIlg, chemotherapy  No response; dead from

impairment, cancer-related treatment

confusion (2 mo)

Seizures, memory Bilateral Yes (15) Hu Steroids, IVIlg, chemotherapy ~ No response (dead

impairment from LE)

Memory impairment  Bilateral No BRSK2 None No response; lost when
tumor was diagnosed 9
mo later

Confusion, Normal No None IVIg Partial improvement;

seizures, behavior severe |ICU neuropathy

change

Seizures, behavior Bilateral No None Antiepileptics only Complete recovery

and memory

impairment

Subacute Normal No GAD Steroids Complete recovery

cerebellar ataxia

Abbreviations: BRSK2 = brain serine/threonine kinase 2; GABAgR-ab = y-aminobutyric acid-B receptor antibodies; GAD = glutamic acid decarboxylase;
IVlg = IV immunoglobulin; SCLC = small-cell lung cancer; WBC = white blood cells.
2 Predominant symptom listed first.

b Recovery before the start of chemotherapy.

¢ Patients previously reported in references 1° and °.

dIncluded in the initial series of GABAR-ab.*
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Only one patient had hyponatremia. Seven patients
were treated with steroids, IV immunoglobulins, or
combination of both drugs. Three of the 8 patients
with SCLC were also treated with chemotherapy.
Only 2 patients made a complete recovery (one with-
out cancer) and none of them had concurrent an-
tineuronal antibodies. Partial responses to the
indicated treatments were achieved in 4 with a re-
lapse in one of them.

GABAyR-ab were not detected in 71 patients
with GAD-ab and nonparaneoplastic SPS, cerebellar
ataxia, or epilepsy. In contrast, one of the 6 patients
with paraneoplastic neurologic syndromes and
GAD-ab was GABARR-ab positive (table 1). She was
a 57-year-old woman with a known anaplastic carci-
noid of the thymus and bone metastases. She devel-
oped nausea, vomiting, gait instability, and diplopia.
Neurologic examination disclosed a normal mental
status, bilateral horizontal nystagmus, and cerebellar
gait ataxia. The patient was treated with oral steroids
and the symptoms slowly resolved over the ensuing 3
months.

Neurology 76 March 1,2011

The other 5 GAD-ab-positive patients without
GABAgR-ab presented with paraneoplastic encepha-
lomyelitis associated with pancreatic cancer!! and
cerebellar ataxia with breast cancer (2 patients), non-
SCLC, and neuroendocrine thymic carcinoma.?

To see if GABARR-ab associate with other cases of
parancoplastic cerebellar degeneration (PCD), we
analyzed the serum or CSF of a series of 45 patients
with PCD and lung cancer (35 with SCLC). The
majority (73%) were included in a previous study.'?
These patients had Hu-ab (15%) or voltage-gated
calcium channel antibodies (50%). However, all
were negative for GABA R-ab.

DISCUSSION The current study expands our knowl-
edge of the profile of symptoms and immunologic asso-
ciations of GABAgzR-ab. We found that GABA;R-ab
are the most common antibodies identified in patients
with SCLC and LE previously considered “seronega-
tive.” Although the occurrence of GABALR-ab and
GAD-ab was observed in an initial series of 15 patients,*
when we tested a larger series of patients with several
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types of neurologic syndromes associated with GAD-
ab, GABAR-ab were only identified in those who had
a parancoplastic syndrome.

At the time of the initial description of Hu-ab as
markers of neurologic syndromes associated with
SCLC, we observed that up to 50% of patients with
LE were “seronegative.” The syndrome of these pa-
tients was highly restricted to the limbic system and
seemed to improve more often after treatment of the
cancer than that of patients with Hu-ab.' In the cur-
rent study, 7 of 10 (70%) patients with LE, SCLC
without onconeural antibodies had GABAjR-ab.
The other 3 patients were positive for AMPAR-
ab.>’> Taken together, all patients with LE and
SCLC previously considered seronegative for onco-
neural antibodies had antibodies against synaptic re-
ceptors. Although the series is small, the association
between AMPAR-ab and SCLC seems to be less ro-
bust than that of GABALR-ab. Review of published
cases and the current series shows that all 11 patients
with paraneoplastic LE with GABAgR-ab had SCLC
(in one case a neuroendocrine tumor of the lung)*
whereas only 7 of 13 patients with AMPAR-ab had
SCLC. Other tumors associated with AMPAR-ab
were benign or malignant thymomas, non-SCLC,
and breast cancer.>!>1¢

We previously reported the occurrence of SCLC-
associated onconeural antibodies (Hu, amphiphysin,
CV2) and antibodies to unidentified neuronal sur-
face proteins in 4 of 11 (36%) patients with paraneo-
plastic LE.® In the current study we show that Hu-ab
and GABAgR-ab only occurred in 1 of 33 patients,
suggesting that this specific association is uncom-
mon. In contrast, we confirm that 40% of these pa-
tients had antibodies that are markers of the
underlying SCLC (SOXI1,"” BRSK2°) or directed
against VGKC or GAD.*

As reported, the clinical profile of patients with
LE and GABAyR-ab is not substantially different
from that seen in other autoimmune LE. The high
frequency of seizures was noted in the previous study
and could be explained by the role of GABA} recep-
tors in the development of seizures.’® Since almost
50% of patients with all types of LE" and the major-
ity of cases with GAD antibodies develop seizures,®2°
this symptom does not predict that the underlying
autoimmunity is against GABAgR.

The clinical outcome of our patients was not as
good as expected from an antibody-mediated en-
cephalitis.! However, many patients did not receive
tumor treatment or died shortly from complications
of the treatment, an important requirement for po-
tential control of the neurologic dysfunction.>?? One
of the patients without cancer (patient 10) was

treated only with antiepileptics and made a complete

recovery. His follow-up is too short and we cannot
rule out the possibility of future neurologic relapses.
Complete recovery in the absence of immunotherapy
has been reported in patients with anti-NMDAR en-
cephalitis and emphasizes the concept that autoim-
mune synaptic encephalitides are underdiagnosed.?

In this study, all patients with concurrent
GABAgR-ab and GAD-ab had a paraneoplastic neu-
rologic disorder. In the initial series, 2 of the 8 pa-
tients with idiopathic LE encephalitis had additional
GAD-ab.* We did not find GABAR-ab in patients
with LE or isolated epilepsy with GAD-ab except in
the 2 patients with SCLC. Our 5 patients with idio-
pathic LE and GAD-ab were women with a median
age of 29 years and 4 presented with seizures. This
profile is similar to that recently reported in a series
of 9 patients.?® One of the 2 patients with concurrent
GABAgR-ab and GAD-ab and idiopathic LE previ-
ously reported also had this phenotype. To deter-
mine how often both antibodies coincide in patients
with idiopathic LE, we suggest routinely looking for
GABAgR-ab in all patients with LE suspected to be
related to GAD-ab.

The only patient with GAD-ab and GABALR-ab
without LE had a reversible cerebellar ataxia associ-
ated with carcinoid of the thymus. GABAgR-ab ti-
ters were similar to those of patients with LE.
GABAy, receptors are widely expressed in the brain
with the highest levels in the hippocampus, thala-
mus, and cerebellum.?* Therefore it is plausible that
some patients with GABALR-ab may develop cere-
bellar rather than hippocampal dysfunction. Low ti-
ters of GABAR-ab have previously been reported in
a patient with nonparaneoplastic cerebellar ataxia
and GAD-ab.* However, we did not find any case in
our series of patients with nonparaneoplastic cerebel-
lar ataxia with GAD-ab® or with paraneoplastic cere-
bellar degeneration and lung cancer,' suggesting
that GABALR autoimmunity rarely causes cerebellar
dysfunction.
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THE EXPANDING CLINICAL PROFILE OF ANTI-
AMPA RECEPTOR ENCEPHALITIS

Antibodies to the glutamate receptor 1 (GluR1)
and GluR2 subunits of the a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) recep-
tor (AMPAR-ab) were recently described in 10
patients from a series of 109 with limbic encepha-
litis (LE).! Besides the hippocampus, GluR1/2
subunits of AMPAR are also widely expressed in
the cerebral cortex, basal ganglia, and cerebellum,?
suggesting that the clinical presentation could also
extend beyond the clinical profile of LE. In this
study, we analyzed the presence of AMPAR-ab in a
consecutive series of patients whose serum or CSF
was sent to our laboratory for analysis of antineu-

ronal antibodies in the last 2 years.

Methods. We review all patients with final diagnosis
of limbic encephalitis® or with an immunohisto-
chemical pattern of NMDAR-ab or AMPAR-ab in
the serum or CSF (figure e-1 on the Neurology® Web
site at www.neurology.org). AMPAR-ab immunore-
activity on brain sections was confirmed on HEK293
cells transfected with plasmids containing rodent
GluR1/2 subunits as described (figure).! The study
was approved by the Ethical Committee of the Hos-
pital Clinic.

Results. We identified 30 patients: 17 had typical LE
associated with antibodies to voltage-gated potassium
channels (4), glutamic acid decarboxylase (4), AMPAR
(2), adenylate kinase 5 (1), and Hu (1). Five patients
were seronegative. The other 13 patients with an
immunohistochemical pattern of NMDAR-ab or
AMPAR-ab had encephalitis that did not fulfill the cri-
teria of LE.? Eleven patients had NMDAR-ab and all
presented with behavior changes followed by seizures,
dyskinesias, catatonia, and, sometimes, hypoventila-
tion® The other 2 patients had AMPAR-ab. In total, we
found 4 (13%) patients with AMPAR-ab. All were
women with an age range between 51 and 71 years. In
one of them, AMPAR-ab was detected only in the CSF.
AMPAR-ab immunoreactivity was identified in post-
fixed rat sections as previously recommended' but also
on paraformaldehyde-perfused brain sections routinely
used to screen onconeural antibodies.® Two of the pa-

Clinical/Scientific

Notes

tients presented with LE antedating the diagnosis of
small cell lung cancer. Both patients responded to treat-
ment with steroids and chemotherapy. The other 2 pa-
tients had a different clinical presentation resembling
acute psychosis.

Patient 1. A 60-year-old woman developed rapidly
progressive confusion, agitation, and aggressive be-
havior 3 days after surgery for hemorrhoids under
local anesthesia. Past medical history was relevant for
a malignant thymoma treated with radiotherapy and
chemotherapy 6 years earlier without evidence of re-
lapse. She was initially admitted to the psychiatric
unit and treated with neuroleptics without improve-
ment. The neurologic examination did not reveal fo-
cal deficits. CSF examination and brain MRI were
normal. The EEG presented diffuse slowing with oc-
casional sharp waves over the frontal regions. Chest
CT scan revealed possible residual thymoma without
evidence of relapse. Treatment with corticosteroids
was followed by complete recovery.

Patient 2. This 58-year-old woman developed in 1
week confusion, personality changes with apathy, and
episodes of aggressive behavior. During the neurologic
examination, the patient was confused and aggressive,
with poor collaboration. No focal deficits were observed
except for aphasia characterized by low verbal output,
paraphasias, agrammatic speech, and poor nomination
and repetition. Routine systemic immunologic workup
was negative. Whole body PET, brain MRI, and CSF
studies were normal. EEG disclosed a normal back-
ground rhythm with episodic slow waves in frontal
lobes. Symptoms did not respond to neuroleptics but

they resolved with corticosteroids.

Discussion. Our study indicates that the detection of
AMPAR-ab should be considered in patients, particu-
larly women older than 50 years, who present, not only
with LE, but also with rapidly progressive abnormal be-
havior resembling acute psychosis, and that the absence
of the antibodies in serum does not preclude their pres-
ence in the CSF. We found that the clinical presenta-
tion of patients with AMPAR-ab was not restricted to
that of LE. Two of our patients presented with a syn-
drome of atypical psychosis. The normal findings in the
brain MRI and CSF studies did not provide a clue that
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Immunoreactivity of antibodies against AMPA receptors ]

(A) Section of paraformaldehyde-perfused rat brain incubated with the CSF of a patient with AMPAR-ab. There is a robust
reactivity with the neuropil of hippocampus. Bar = 25 um. (B) HEK293 cells transfected with GluR1/2 AMPAR subunits
show intense reactivity with the positive CSF (green) that colocalizes (yellow) with the labeling of a monoclonal antibody to

GluR1 (Chemicon) (red). Bar = 10 um.

the cause of the syndrome could be immune-mediated.
One of the patients, in addition to personality changes,
developed a speech disorder suggestive of expressive
aphasia. This presentation has been described in pa-
tients, particularly children, with anti-NMDA receptor
encephalitis.” AMPAR-ab were only detected in the
CSF in one of the patients. This finding is also de-
scribed in patients with NMDAR-ab where the CSF
concentration of NMDAR-ab is usually higher than in
sera and in some cases the NMDAR-ab in serum are
also undetectable.” Finally, AMPAR-ab were also iden-
tified in paraformaldehyde-perfused rat brain that is
commonly used in reference laboratories to screen for
onconeural antibodies.® However, more samples must
be studied to see if this method has the same sensitivity
as the recommended immunohistochemistry on post-
fixed brain sections.!
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CDC, AAN to Health Care Professionals: Monitor
Patients for GBS

The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) and the American Academy of Neurology
(AAN) collaborated to reach out to neurologists across the US to monitor and report any possible
new cases of Guillain-Barré syndrome (GBS) following 2009 HIN1 flu vaccination.

Neurologists and health care professionals nationwide who diagnose patients with vaccine-
associated GBS should use the CDC and FDA Vaccine Adverse Event Reporting System (VAERS)

to report their observations.

In addition, neurologists and all health practitioners in the 10 Emerging Infections Program (EIP)
states—California, Connecticut, Maryland, Minnesota, New Mexico, New York, Colorado, Ore-
gon, Georgia, and Tennessee—are asked to report all new cases of GBS, regardless of vaccination
status, to their state’s surveillance officer.

The AAN hosted a series of webinars providing an in-depth look at HIN1 vaccination and how it
may pose a risk for GBS and information about the vaccination monitoring campaign.

For additional information about the monitoring campaign, or to watch the webinars or download
VAERS form and information on reporting to surveillance officers in your state, visit the AAN’s
GBS toolkit page, www.aan.com/view/gbsroolkir.
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Encephalitis and Antibodies to
Dipeptidyl-Peptidase-Like Protein-6, a
Subunit of Kv4.2 Potassium Channels

Anna Boronat, BS,’ Jeffrey M. Gelfand, MD,? Nuria Gresa-Arribas, PhD,’ Hyo-Young
Jeong, PhD,® Michael Walsh, MD,* Kirk Roberts, MD,” Eugenia Martinez-Hernandez,
MD,% Myrna R. Rosenfeld, MD, PhD,"’ Rita Balice-Gordon, PhD,® Francesc Graus, MD,’
Bernardo Rudy, PhD,® and Josep Dalmau, MD, PhD'/?

Objective: To report a novel cell surface autoantigen of encephalitis that is a critical regulatory subunit of the Kv4.2
potassium channels.
Methods: Four patients with encephalitis of unclear etiology and antibodies with a similar pattern of neuropil brain
immunostaining were selected for autoantigen characterization. Techniques included immunoprecipitation, mass
spectrometry, cell-base experiments with Kv4.2 and several dipeptidyl-peptidase-like protein-6 (DPPX) plasmid
constructs, and comparative brain immunostaining of wild-type and DPPX-null mice.
Results: Immunoprecipitation studies identified DPPX as the target autoantigen. A cell-based assay confirmed that all
4 patients, but not 210 controls, had DPPX antibodies. Symptoms included agitation, confusion, myoclonus, tremor,
and seizures (1 case with prominent startle response). All patients had pleocytosis, and 3 had severe prodromal
diarrhea of unknown etiology. Given that DPPX tunes up the Kv4.2 potassium channels (involved in somatodendritic
signal integration and attenuation of dendritic back-propagation of action potentials), we determined the epitope
distribution in DPPX, DPP10 (a protein homologous to DPPX), and Kv4.2. Patients’ antibodies were found to be
specific for DPPX, without reacting with DPP10 or Kv4.2. The unexplained diarrhea led to a demonstration of a robust
expression of DPPX in the myenteric plexus, which strongly reacted with patients’ antibodies. The course of
neuropsychiatric symptoms was prolonged and often associated with relapses during decreasing immunotherapy.
Long-term follow-up showed substantial improvement in 3 patients (1 was lost to follow-up).
Interpretation: Antibodies to DPPX are associated with a protracted encephalitis characterized by central nervous
system hyperexcitability (agitation, myoclonus, tremor, seizures), pleocytosis, and frequent diarrhea at symptom
onset. The disorder is potentially treatable with immunotherapy.

ANN NEUROL 2012;00:000-000

he discovery that memory, behavior, cognition, and
thought processes can be altered by autoantibodies
has changed the approach to the diagnosis and treatment
of neuropsychiatric disorders previously considered idio-
pathic. Since 2007, 7 such antibodies have been identi-
fied (anti-NMDAR, AMPAR, GABA[B], LGI1, Caspr2,

GlyR, and mGIuR5), all targeting cell surface proteins
involved in synaptic transmission, plasticity, or nerve
excitability, and associated with syndromes that although
severe, often respond to immunotherapy.' Patients may
be comatose for several months, with bizarre behaviors,

abnormal movements, or refractory seizures, and still

View this article online at wileyonlinelibrary.com. DOI: 10.1002/ana.23756
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recover with immunotherapy and extended care support.”
Considering that until recently these disorders were
unknown, the relatively high frequency of some has been
surprising. For example, in a center focused on the diag-
nosis and epidemiology of encephalitis (California En-
cephalitis Project), the frequency of anti-NMDAR en-
cephalitis surpassed that of any individual viral
encephalitis.” For these reasons, similar immune mecha-
nisms are increasingly being considered in patients who
develop rapidly progressive neuropsychiatric symptoms in
the context of encephalitis of unknown etiology, a situa-
tion that occurs frequently. Nowadays, about 70% of en-
cephalitis of unclear etiology remains undiagnosed after
extensive evaluation for infectious etiologies.* In this set-
ting, the identification of autoantibodies against neuronal
cell surface antigens shifts the management to the use of
immunotherapy and may extend the intensive care sup-
port in cases that otherwise might be considered futile.
We report here the clinical and immunological features
of 4 patients with prominent neuropsychiatric symptoms
(preceded in 3 by intense diarrhea) and antibodies
against a novel cell surface antigen, dipeptidyl-peptidase-
like protein-6 (DPP6 or DPPX), a cell surface auxiliary
subunit of the Kv4.2 potassium channels. In addition to
the known robust expression of DPPX in the hippocam-
pus and cerebellum, we show that DPPX is also
expressed in the myenteric plexus.

Subjects and Methods

The observation of 4 patients with subacute onset of neuro-
psychiatric symptoms and serum or cerebrospinal fluid (CSF)
antibodies showing a similar pattern of immunostaining of the
neuropil of rodent hippocampus and cerebellum, as well as
immunolabeling of the cell surface of dissociated cultured hip-
pocampal neurons, led us to immunoprecipitate the target anti-
gen. None of the patients had antibodies to previously known
synaptic or cell surface proteins, including among others the
antibodies attributed to voltage-gated potassium channels
(measured by radioimmunoassay using protein complexes la-
beled with dendrotoxin), and antibodies against LGI1 or
Caspr2. Serum or CSF of 210 subjects including patients with
autoimmune inflammatory and noninflammatory encephalopa-
thies, and normal individuals, served as controls (see Serum,
CSF Samples, and Controls in the Supplementary Material).

Patients

Patients are described in detail below (index case) and in the
Supplementary Material (Cases 2 and 3), and summarized in
the Table. The 4th case was a 76-year-old man who developed
prominent diarrthea and weight loss along with rapidly progres-
sive confusion, cognitive decline, seizures, unsteady gait, and
evidence of intrathecal immunoglobulin (Ig)G production (IgG

index 1.49); he is not included in the Table due to limited in-
formation and lack of follow-up.

PATIENT 1 (INDEX CASE). A 61-year-old man with a his-
tory of obesity, hypertension, and adult onset diabetes mellitus
was admitted for 4 weeks of abdominal pain and diarrhea fol-
lowed by subacute change in mental status, characterized by
depression, aggression, withdrawal, visual hallucinations,
mutism, myoclonus, and an exaggerated startle response. Mag-
netic resonance imaging (MRI) of the abdomen showed a fatty
liver but no evidence of tumor, and extensive gastrointestinal
workup was negative for fecal leukocytes, clostridium difficile,
parasites, and ova. Endoscopic biopsies from stomach, small
bowel, and colon showed only chronic gastritis (serum Helico-
bacter pylori 1gG positive without bacterium on histology). The
diarrhea persisted for >1 month without other symptoms of
autonomic dysfunction.

CSE MRI, and electroencephalographic studies are
described in the Table. CSF polymerase chain reaction for her-
pes simplex virus, varicella zoster virus, Tropheryma whippelii,
and enterovirus were negative. Rheumatologic, parancoplastic,
and neuronal cell surface antibody panels (which also included
the glycine receptor) were negative. Whole body computed to-
mography and positron emission tomography scans and testicu-
lar ultrasound did not reveal a cancer.

The patient was briefly intubated for worsening mental
status, and treated with intravenous methylprednisolone
(1,000mg/day x 5 days) with notable neurologic improvement.
He was then placed on a prolonged oral steroid taper over 4
months and discharged to a skilled nursing facility. Four
months later, he was readmitted with worsening mental status
and a urinary tract infection. Treatment with antibiotics fol-
lowed by intravenous (IV) Ig (2g/kg over 5 days) resulted in
brief neurologic improvement. He subsequently developed sep-
sis and was transferred to the intensive care unit requiring a tra-
cheotomy and percutancous endoscopic gastrostomy tube.
Repeated IV Ig did not improve his mental status. He was then
treated with Rituximab (1,000mg IV X 2 doses 15 days apart),
and the prednisone was titrated to 5mg every other day. The
clinical course was complicated by urinary tract infections and
pneumonia, and his mental status remained poor for 5 more
months. At his best, he could mouth a few words and follow
simple commands. One striking finding on the examination at
this stage of disease was an exaggerated startle response to
sound and touch. In addition, he exhibited frequent episodic
myoclonus, oral dyskinesias, and paratonia; the muscle strength
was normal.

He was eventually treated with plasma exchange. After
the first exchange, he was able to converse readily with his
examiners and answer questions, but not enough to participate
in formal cognitive testing. Subsequently, he received monthly
intravenous pulses of cyclophosphamide, with a steady but
incomplete improvement in cognition. He was able to return
home 15 months after symptom onset. On follow-up 21
months after symptom onset, and after having received 9
monthly doses of intravenous cyclophosphamide, he was still at

Volume 000, No. 000
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FIGURE 1: Immunoprecipitation of DPPX. (A) In cultures of dissociated rat hippocampal neurons, patients’ antibodies showed
intense reactivity with the neuronal cell surface. Bar = 10um. (B) Immunoprecipitation of the antigen with serum of the index
case; the precipitated proteins were run in a gel and subsequently stained with EZblue. Note that the patient’s antibodies pre-
cipitated a protein (band close to 102kDa in lane P), which was excised from the gel and analyzed by mass spectrometry, dem-
onstrating sequences of DPPX. Lane N is the precipitate obtained from control serum. (C) Inmunoblot of these proteins with a
rabbit polyclonal antibody against DPPX (1:1,000, developed by B.R.) confirmed that the band corresponded to DPPX.

home with family, but required assistance with many activities
of daily living. On cognitive testing, orientation was relatively
preserved but there were impairments in attention and concen-
tration, executive functioning, abstraction, visual-spatial func-
tioning, and phonemic fluency. Testing of verbal memory
revealed successful encoding (cueing required). He scored 9 out
of 30 points on the Montreal Cognitive Assessment. He has
lost 45kg during the course of the disease.

Techniques Used for Detection of Novel
Antibodies and Precipitation of the Autoantigen
The laboratory techniques used for antibody and antigen char-
acterization, including immunohistochemistry on rodent tissue,
immunocytochemistry with neuronal cultures, and immunopre-
cipitation, mass spectrometry, and immunoblot, have been pre-
viously reported®™® and are shown in detail in the Supplemen-
tary Material.

IMMUNOCYTOCHEMISTRY ON HEK293 CELLS. HEK293
cells were transfected with plasmids containing rat DPPX-S
(short cytoplasmic domain of 32 amino acids), DPPX-L (long
cytoplasmic domain of 88 amino acids), DPPXed-myc (DPPX
construct with extracellular domain deleted, and linked to a
myc-tag), rat Kv4.2, human DPP10, or plasmid without insert
(control).” In other experiments, cells were cotransfected with
DPPX and Kv4.2 in equimolar ratios. The reactivity of
patients’ antibodies was then assessed as previously reported”
using a double immunofluorescent assay with patients’ serum or
CSF and a commercial antibody against DPPX or Kv4.2 (see
Supplementary Material).

IMMUNOHISTOCHEMISTRY WITH WILD-TYPE AND
DPPX-NULL MICE. Wild-type and DPPX-null mice were
generated and genotyped as previously reported.'® The brain
and bowel were removed, processed, and examined by standard

avidin—biotin—peroxidase immunohistochemistry or immunoflu-

orescence using patients’ serum (1:200) or CSF (1:5) as indi-
cated for brain and small bowel of rat (see Supplementary
Material).

Results

All 4 patients (2 male, 2 female; age range, 4576 years)
developed a rapidly progressive encephalopathy character-
ized by agitation, delusions, hallucinations, and myo-
clonic jerks, which in 3 patients were associated with
prominent diarrthea of unclear etiology. All had con-
firmed or clinically suspected seizures and CSF pleocyto-
sis with evidence of intrathecal production of IgG or oli-
goclonal bands. Detailed information from 3 patients
showed that after multiple immunotherapies all had sub-
stantial recovery at the last follow-up (18-68 months
from symptom onset); minimal follow-up information
was available for the 4th patient.

Identification of the Target Antigen as DPPX

All 4 patents had antibodies in serum or CSF that
reacted with the neuropil of brain of rodents (Supple-
mentary Fig 1) and the cell surface of live, nonpermeabi-
lized cultures of dissociated rat hippocampal neurons
(Fig 1A). Immunoprecipitation of the target antigen with
serum of 1 of the patients, followed by electrophoretic
protein separation and EZBlue gel staining, showed a
distinct band of approximately 100kDa that was not
present in the immunoprecipitate using a control serum
(see Fig 1B). Excision of the band from the gel and anal-
ysis by mass spectrometry demonstrated that it contained
sequences derived from DPPX (scores 6,441, 5,945, and
383; cutoff score for a confident protein identification,

Volume 000, No. 000
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C

FIGURE 2: Expression of DPPX in myenteric plexus. Transverse section of small bowel of rat showing the longitudinal muscular
layer (LM), circular muscular layer (CM), submucosal layer (SM), and glans (G). The myenteric plexus is revealed as clusters of
large neurons between the 2 muscular layers. In the 3 panels (A-C) the nuclei of the neurons (red) was labeled with anti-Hu (a
highly specific neuronal marker). (A) DPPX immunostaining (in green) using a rabbit polyclonal antibody (1:1,000); (B) DPPX
reactivity of serum from 1 of the patients with encephalitis; (C) lack of reactivity of serum from a healthy subject. Note that
DPPX is predominantly expressed in the cytoplasm and membrane of the large clustered neurons of the myenteric plexus, and
is also detected in a fine longitudinal pattern in CM and SM where the submucosal plexus is located. Bar = 20um.

>70). This finding was confirmed by immunoblotting of
the precipitate with an antibody specific for DPPX (see
Fig 1C).

Immunohistochemical analysis of small bowel dem-
onstrated that DPPX was specifically expressed by neurons
of the myenteric plexus and that patients’ antibodies also
reacted with DPPX expressed in these neurons (Fig 2).

Patients’ Antibodies Recognize Epitope Regions
Contained in DPPX, but Not Kv4.2

HEK293 cells transfected with DPPX-S or DPPX-L
showed similar reactivity with patients’ serum or CSE
consistent with the recognition of an extracellular epitope
(Fig 3 shows the reactivity with DPPX-L; similar reactiv-
ity was obtained with DPPX-S, not shown). Patients
antibodies did not react with cells expressing Kv4.2 (Sup-
plementary Fig 2), and the reactivity with DPPX was not
modified when it was coexpressed with Kv4.2 (data not
shown). Further analysis using a DPPX plasmid in which
the extracellular domain was deleted (DPPXed—myc)9
showed abrogation of reactivity with serum and CSF of
Patients 1 and 4, and weak reactivity with serum and
CSF of Patients 2 and 3, indicating that the latter 2
patients had antibodies against cell surface and intracellu-
lar epitopes (Supplementary Fig 3D, G). Although
DPPX and DPP10 have 51% amino acid sequence iden-
tity,'' patients’ antibodies did not react with DPP10
(data not shown). Overall, these findings demonstrate
that patients’ antibodies specifically target DPPX, but
not the Kv4.2 channel, and that some patients have anti-
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bodies against both the extracellular and intracellular
domains of DPPX.

We next determined in a cell-based assay coexpress-
ing DPPX and Kv4.2 the reactivity of serum or CSF of
the 210 controls. None of these subjects was found to
have antibodies reacting against these 2 proteins, suggest-
ing that antibodies against DPPX are specific to a sub-
group of patients with autoimmune encephalitis. In con-
trast, a patient without encephalitis who had a thymoma
and seronegative myasthenia gravis (included in the con-
trols) had antibodies to DPP10, but not DPPX (Marti-
nez-Hernandez, data not shown).

Analysis of Patients’ Antibody Reactivity with
Brain of DPPX-Null Mice

To further confirm the specificity of patients’ antibodies
for DPPX, immunohistochemistry with brain and bowel
of wild-type mice was compared with that of DPPX-null
mice. These experiments demonstrated abrogation of
reactivity of serum or CSF of 3 patients (those shown in
the Table) with brain and bowel of DPPX-null mice,
indicating that patients’ antibodies were directed only
against DPPX (Fig 4 and Supplementary Fig 4). One
patient had additional antibodies against a protein of
unknown identity (see Fig 4H).

Discussion
We report 4 patients with a novel autoimmune disorder
characterized by subacute development of cognitive

dysfunction, agitation, hallucinations, confusion, resting
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FIGURE 3: Analysis of DPPX antibodies using a cell-based
assay. HEK293 cells expressing DPPX-L immunostained with
(A, D, G, J) patients’ serum and (B, E, H, K) a mouse mono-
clonal antibody against DPPX. The merged reactivities are
shown in the corresponding panels (C, F, |, L). Similar stud-
ies comparing the serum of a healthy individual and the
DPPX monoclonal antibody are shown in M and N, and the
merged reactivities in O. Note that patients’ antibodies
immunoreact with cells expressing DPPX. Bar = 10um.

tremor, and myoclonus in association with antibodies
against DPPX, a cell surface auxiliary subunit of the
Kv4.2 potassium channel. In 3 patients, the neurological
symptoms were preceded or overlapped with severe diar-
rhea and weight loss to the point that 2 patients under-
went extensive endoscopic biopsies without a clear diag-
nosis. Support for an autoimmune etiology of this
disorder is provided by the presence of CSF pleocytosis,
increased IgG index or oligoclonal bands, and the neuro-
logical response to intensive or persistent immunother-
apy. Using patients’ antibodies, 3 sets of experiments
established DPPX as the main autoantigen: immunopre-
cipitation of DPPX from cultures of dissociated rat hip-
pocampal neurons; immunostaining of DPPX in a cell-

()}

based assay; and comparative brain immunostaining of
wild-type and DPPX-null mice, showing abrogation of
reactivity of patients’ antibodies with the DPPX-null
mice brain, and revealing in 1 patient additional antibod-
ies to an unknown antigen.

DPPX has a critical role tuning up the Kv4.2 chan-
nels by remodeling channel gating.12 This type of potas-
sium channel belongs to the mammalian Shal K* chan-
nel family,'> which has different properties compared
with the Shaker K™ (Kv1) family, previously considered
the target of antibody-associated limbic encephalitis, neu-
romyotonia, and Morvan syndrome (the main autoant-
gens are LGI1 and Caspr2).'*"> The Kv4.2 channels op-
erate  in the subthreshold range of membrane
potentials.'"> This somatodendritic subthreshold A-type
K™ current (fsa) is a critical component of the ensemble
of voltage-gated ionic currents that determine somato-
dendritic signal integration.16 In many neurons, action
potentials that initiate in the axon hillock propagate
down the axon but also back-propagate into the den-
drites. In the dendritic tree, these action potentials serve
as signals that report the status of the neuron’s output.
The transient subthreshold /g4 current in dendrites
attenuates this back-propagation of action potentials.
Under resting conditions, /sa shuts the action potential
as it tries to spread into the distal regions of the dendritic
tree. However, when excitatory synaptic inputs and so-
matic action potentials are paired within a certain time
window, the ensuing subthreshold depolarization in distal
dendrites inactivates /g, and the attenuation of back-
propagating the action potental is substandally
reduced.” Tt is believed that this interaction provides a
coincidence detection mechanism that plays an important
role in dendritic Cat™ signaling, signal integration, and
synaptic plasticity.'>'>'¢

The function of the Kv4 channels is dependent on
2 auxiliary subunits, the intracellular Kv-channel-inter-
acting proteins,'” and the extracellular DPPX, which is
predominantly expressed in hippocampal pyramidal neu-
rons and cerebellum, or DPP10, which has a different
brain expression profile and is also present in pan-
creas.”'! DPPX is composed of a short cytoplasmic N-
terminus, a single transmembrane domain, and a large
extracellular C-terminus. Depending on the length of the
cytoplasmic domain, 2 adult forms, DPPX-S and DPPX-
L, have been identified.'®'® Consistent with the presence
of antibodies against extracellular epitopes, our 4
patients’ serum and CSF equally recognized DPPX-S and
DPPX-L, but 2 patients had additional antibodies against
intracellular epitopes present in a mutant construct in

which the extracellular C-terminus was deleted.

Volume 000, No. 000
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FIGURE 4: Comparison of patients’ serum reactivity using brain from DPPX-null mutants and wild-type mice. The reactivity of
patients’ serum with the hippocampus of wild-type mice is shown in A, C, E, and G. The reactivity of a rabbit polyclonal DPPX
antibody with the hippocampus of wild-type mice is shown in I. Panels on the right side show the results of a similar experi-
ment but using the hippocampus of DPPX-null mice. Note that the reactivities of the sera of the first 3 patients (Cases 1, 2,
and 3 of the Table) and the rabbit polyclonal DPPX antibody are abrogated in the hippocampus of DPPX-null mice (panels B,
D, F, J). Patient 4, not included in the Table (panels G and H), showed remaining reactivity with the hippocampus of DPPX-null
mice, indicating that this patient had 2 antibodies, 1 against DPPX and the other against an unknown antigen. Bar = 200um.
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The extensive evaluation and prolonged follow-up
of 3 patients indicate that this disorder is severe, resulting
in lengthy hospitalizations or multiple relapses that usu-
ally occurred while the immunotherapy was decreased.
Patient 1 was able to return home 15 months after symp-
tom onset, and had a clinical relapse while the predni-
sone was tapered. Patient 2 spent 10 months in the hos-
pital and currently continues to receive rituximab
treatments when the CD19 count starts to rise. On 1
occasion, delay of treatment resulted in symptom recur-
rence. Patient 3 had 7 relapses in 5 years, most related to
attempts to decrease the dose of steroids.

The main symptoms of this disorder, including agita-
tion, myoclonus, tremor, and seizures, although not char-
acteristic of a specific syndrome, are compatible with neu-
ronal hyperexcitability, and consistent with the increased
excitability noted in electrophysiological studies of DPPX-
knockouts.”” Interestingly, a truncation mutation of Kv4.2
identified in a patient with temporal lobe epilepsy resulted
in aberrant excitability of cells expressing the mutant chan-
nel.”" Altogether, these findings suggest that genetic or
immunological alteration of the DPPX-Kv4.2 complex
leads to neuronal hyperexcitability. In clinical practice, the
combination of the neurological symptoms indicated
above with severe diarrhea and non—organ-specific anti-
bodies (eg, antinuclear antibody) may lead to a wide differ-
ential diagnosis, including among others Whipple disease
or lupus erythematosus, as occurred in our patients.

At this time, the significance of the diarrhea is
unclear, but this symptom is notable because it was
severe, lasted for several weeks, and only occurred at the
initial episode of encephalitis. Moreover, review of our
experience with encephalitis suspected to be autoimmune
suggests a link between diarrhea and DPPX antibody-
associated encephalitis. Among 1,429 cases of encephali-
tis of unclear etiology examined by us in the past 4 years,
only 11 had severe diarrhea at symptom onset. Three of
these 11 patients correspond to the cases reported here,
and the other 8 did not have DPPX antibodies; none of
the 1,418 cases without diarrhea had serum or CSF brain
reactivity like that shown by DPPX antibody-positive
samples (see Supplementary Fig 1A). A plausible explana-
tion for the association of diarrhea and DPPX antibody-
associated encephalitis is that in some patients the
immune response may result from molecular mimicry
between DPPX and a yet unknown infectious agent.
This paradigm would be similar to the mechanism that
triggers GM1 autoantibodies in patients with Guillain—
Barré syndrome and Campylobacter jejuni infection.
Moreover, the robust expression of DPPX by neurons of
the myenteric plexus supports the possibility that
patients’ antibodies may alter the function of the plexus,

resulting in gastrointestinal hyperactivity, similar to the
central nervous system hyperexcitability that occurs when
DPPX is ablated in brain.?’

A practical implication of this study is that detec-
tion of antibodies to DPPX in patients with encephalitis
of unclear etiology should prompt the use of immuno-
therapy. Although the frequency of this disorder is
unknown, the triad of diarrhea, encephalitis with signs of
hyperexcitability, and CSF pleocytosis will likely lead to

the recognition of new cases.
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Contactin-2 was recently identified as an autoantigen targeted by T-cells and autoantibodies in multiple scle-
rosis (MS). Here we analyzed the frequency of antibodies to contactin-2 (contactin-2-ab) by a cell-based
assay in the serum from 105 MS patients and at least 5 years of follow-up (19 clinically isolated syndromes,
51 relapsing-remitting, 20 secondary-progressive, and 15 primary-progressive). Contactin-2-ab were
detected in 4 (7.8%) relapsing-remitting patients. Clinical and magnetic resonance imaging characteristics
were not significantly different from the rest of relapsing-remitting patients. In conclusion, contactin-2-ab
are identified in a minority of MS patients but their presence is not associated with a particular clinical-

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory disease of the central
nervous system (CNS) with both clinical and pathological heteroge-
neity. In the past few years, the concept of disease suggesting that
T-cell-mediated immunity is sufficient for full expression of MS has
been challenged, and it is now evident that B cells and humoral im-
mune mechanisms also play key roles (Lassmann et al., 2007; Breij
et al., 2008; Franciotta et al., 2008; Hauser et al., 2008; Weiner, 2009).

Pathological studies suggest that antibodies might contribute to
plaque initiation and ongoing demyelination in MS patients with
established disease (Breij et al., 2008). Although a wide range of candi-
date antigens and autoantibodies have been reported, the true rele-
vance remains uncertain (Reindl et al., 2006; Racke, 2008). Recently,
contactin-2 (and its rodent orthologue, transiently expressed axonal
glycoprotein 1, TAG-1), expressed in the juxtaparanodal region of mye-
linated axons, was identified as an autoantigen targeted by T-cells and
autoantibodies. Passive transfer of contactin-2-specific T-cells induced
an experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) with preferen-
tial inflammation of gray matter (Derfuss et al., 2009). In that study,
only a minority of antibodies to contactin-2 (contactin-2-ab) bound to
the surface of the protein, a prerequisite to mediate a pathological ef-
fect, and a clinical-immunological correlation was not done. The aim
of the present study was to analyze the frequency and clinical

* Corresponding author at: Servei de Neurologia, Hospital Clinic, Villarroel 170, Barcelona
08036, Spain. Tel.: 434 932275414; fax: + 34 932275783.
E-mail address: asaiz@clinic.ub.es (A. Saiz).

0165-5728/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jneuroim.2011.12.023

significance of antibodies to surface epitopes of contactin-2 using a sen-
sitive cell-based assay in a larger series of patients with MS.

2. Patients and methods
2.1. Patients

We selected serum samples from 105 clinically definite MS pa-
tients (Poser et al., 1983), 40 of them with paired serum/CSF samples,
and at least 5 years of follow-up [at the time of sample collection the
clinical syndromes were as follows: clinically isolated syndrome (19
patients), relapsing-remitting MS (51), secondary-progressive MS
(20), and primary progressive MS (15)]. Patients are routinely includ-
ed in a database and followed every 3-6 months. Information on clin-
ical relapses, disability (EDSS [Expanded Disability Status Scale]) and
therapies are registered prospectively as previously reported (Llufriu
et al,, 2010). Demographics, clinical, and brain magnetic resonance
imaging (MRI) characteristics of the patients at the time of sampling
were reviewed blinded to the antibody results. As controls, we in-
cluded serum samples from 20 healthy donors. The study was ap-
proved by the Ethics Committee of the Hospital Clinic and an
informed consent was previously obtained.

2.2. Cell-based assay

The presence of contactin-2-ab was analyzed by indirect immuno-
fluorescence on HEK293 cells transfected with a plasmid containing
human contactin-2 ¢cDNA clone (Homo sapiens contactin 2, axonal,
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CNTN2, SC303578, Origene Technologies, Rockville, MD 20850) as
previously described (Boronat et al., 2011). Briefly, patients' sera (di-
lution 1:40) or CSF (dilution 1:2) and commercial rabbit antibody to
contactin-2 (dilution 1:20; rabbit polyclonal to TAG-1, ab66252,
Abcam, Cambridge, UK) were applied to live cells for 1 h at 37 °C,
washed and fixed with 4% paraformaldehyde, followed by anti-human
IgG (dilution 1:2000; fluorescein-conjugated goat F(ab’)2 fragment to
human IgG (Fc), 55184, Cappel, MP Biomedicals, LLC, Solon, OH) and
goat anti-rabbit IgG (dilution 1:1000; Alexa Fluor 555 F(ab)2 fragment
of goat anti rabbit IgG (H+L), A21430, Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) during 1h at room temperature. Results were photographed
under a fluorescence microscope using Zeiss Axiovision software
(Zeiss, Thornwood, NY). The results were evaluated by 3 investigators
(AB, LS, AS) blinded to the clinical data. Contactin-2-ab-positive sam-
ples were evaluated with a similar cell-based assay for the presence of
antibodies against proteins associated with contactin-2: leucine-rich
glioma inactivated 1 (LGI1) and contactin associated protein-like 2
(Caspr2) (Lai et al., 2010).

2.3. Statistical analysis

Chi-squared or Fisher exact test were performed to compare cate-
gorical variables. Comparisons between continuous variables were
performed using t-test. Kaplan-Meier analysis was used to estimate cu-
mulative survival probabilities for time to reach an EDSS (Expanded Dis-
ability Status Scale) endpoint of 3.0, 4.0 and 6.0. All significant results
were set at two-tailed p-value <0.05. All statistical analysis was performed
by software SPSS version 18.0.

3. Results

The demographics and clinical characteristics of the patients in-
cluded in the study are shown in Table 1. Contactin-2-ab were
found in the serum of 4 of the 51 (7.8%) relapsing-remitting patients
(Fig. 1). The rest of the samples analyzed, including the available CSF
of 3 of the positive patients and the control samples, were negative.
Positive samples did not present antibodies against LGI1 or Caspr2.
The clinical and MRI characteristics of the positive patients were het-
erogeneous but not significantly different from the rest of relapsing-
remitting patients in terms of demographics, relapses, disability and
years of follow-up (Table 2). There were also no significant differences
in the analyzed MRI characteristics (available at the time of sampling in
37 negative patients and the 4 positive patients) (Table 2). A new serum
sample of the 4 positive patients was analyzed after a median follow-up
of 9 years (8-14 years), and the antibodies remained positive in all of
them. During the follow-up, 1 (25%) of the positive patients and 11
(23.4%) of the negative patients developed the secondary progressive
form of the disease (Table 2).

Table 1
Demographic and clinical characteristics of the patients included in the study.

4. Discussion

This study confirms the existence of an autoantibody response to sur-
face epitopes of contactin-2 in a minority of MS patients. The presence of
contactin-2-ab was not consistently associated with a particular clinical
profile at the time of detection or with a different evolution at long term.

Autoantibody response to contactin-2 was first identified in MS by
proteomic approach (Derfuss et al., 2009). Contactin-2-ab were
detected by ELISA not only in MS patients but also in patients with
other neurological diseases, and healthy controls. However, when an-
tibodies against surface epitopes of contactin-2 were tested on cell
lines transfected with contactin-2 by flow cytometry, only 2 of the
25 MS samples were positive (Derfuss et al., 2009), a similar frequen-
cy to that found in the current study.

Contactin-2, a cell-adhesion molecule of the immunoglobulin su-
perfamily, exists both as a glycophosphatidylinositol-linked cell sur-
face isoform and as a released form. At the juxtaparanodal region of
myelinated axons it is expressed on the glial membrane and on the
axon as a contactin-2/Caspr2 heterodimer (Poliak et al., 2003;
Savvaki et al., 2008; Derfuss et al., 2010). In this localization, the in-
tact myelin sheath probably prevents antibodies to gain access to
contactin-2 in the juxtaparanodal region. In fact, contactin-2-ab failed
to cause any additional damage when injected to experimental ani-
mals with EAE induced by transfer of contactin-2-specific T-cells
(Derfuss et al., 2009, 2010). Similar results have been observed with
antibodies to neurofascin, another recently identified autoantigen in
MS (Mathey et al., 2007).

Antibodies to surface epitopes of contactin-2 were recently
detected in 5 of the 96 patients who had antibodies previously attrib-
uted to voltage-gated potassium channel (VGKC) (Irani et al., 2010).
Four of the 5 positive samples also had additional antibodies. Two
of them had antibodies to Caspr2, one to LGI1, and one to Kv1.2.
These results are not unexpected considering that contactin-2 is in
the list of proteins that, like LGI1 and Caspr2, colocalizes or associates
with VGKC (Poliak et al., 2003; Savvaki et al., 2008). In contrast, MS
patients of the present study only presented contactin-2-ab.

Although contactin-2-ab do not seem to induce neuronal dysfunc-
tion of gray matter inflammation (Derfuss et al., 2009), the close asso-
ciation of antibodies against contactin-2-related proteins with
disorders characterized by neuronal dysfunction (Lancaster et al.,
2011), and the expression of contactin-2 in subsets of cortical neurons
(Savvaki et al., 2008) supports the previous observation that contactin-
2-specific T-cells could play a pathogenic role of in the cortical pathol-
ogy of MS patients (Derfuss et al., 2009). This pathogenic effect would
be relevant because in the progressive forms of the disease, both sec-
ondary and primary progressive MS, the cortex is severely affected
with extensive cortical demyelination associated with inflammatory
infiltrates in the leptomeninges (Lassmann et al., 2007). Moreover, cor-
tical lesions can be present from the onset of the disease, and contrib-
ute to physical disability and cognitive impairment (Mike et al., 2011).

Clinically isolated syndrome

Relapsing-remitting MS

Secondary progressive MS Primary progressive MS

(n=19) (n=51) (n=20) (n=15)
Gender: female/male 14/4 31/20 13/8 9/5
Age at onset (y); mean+ SD 32+10 31+11 32+11 43+7
Age at sampling (y); mean + SD 32410 36+11 41+£12 51+6
Disease duration at sampling (y); mean + SD 03404 55+6.5 89457 7.6+53
Disease duration (y); mean 4= SD 105+2.0 16.14+8.2 18.1+5.7 163+6.3
EDSS at sampling; mean =4 SD 1.8+1.1 22414 50+1.6 44+13
EDSS at last follow-up; mean 4 SD 21+16 35421 69+1.6 6.1+13
Follow-up from sampling (y); mean + SD 102+1.9 10.6+3.1 9.2+36 8.7+4.1

y—Years; SD—standard deviation; n—number; EDSS—Expanded Disability Status Scale.
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Patients’ samples

Contactin-2

Merged

Fig. 1. Detection of antibodies to contactin-2 using a cell-based assay. Binding of antibodies from a positive patient to the surface of HEK293 cells transfected with human contactin-
2 cDNA clone (A; green); the cells were coincubated with a rabbit antibody against contactin-2 (A; red); the reactivity of the patient's serum colocalizes with the reactivity of the
rabbit antibody specific for contactin-2 (A; merge, yellow); HEK293 transfected cells did not show reactivity with the serum of a healthy control (B).

Finally, in our study contactin-2-ab were only detected in the
serum, and it is similar to neuromyelitis optica and NMO-IgG in
which the antibodies are less frequently detectable in CSF (Jarius et
al., 2010). Although the persistence of contactin-2-ab in all 4 patients
after a median follow-up of 9 years would suggest that they are not
merely an epiphenomenon, it does not mean that contactin-2-ab
are relevant for the disease as is suggested in our study. It is impor-
tant to note, however, that the lack of significant differences between

contactin-2-ab positive and negative patients could be related to the
low number of positive patients. This is in contrast with autoanti-
bodies to MOG in which their detection by cell-based assays seems
to identify a subgroup of patients with acute disseminated encephalo-
myelitis (Di Pauli et al., 2011).

In conclusion, the frequency of contactin-2-ab in MS is low, mostly
observed in relapsing forms and, although the antibodies persist for
long time, their presence is not associated with a particular clinical-

Table 2
Demographic, clinical and MRI characteristics of relapsing-remitting patients.
Contactin-2-ab Contactin-2-ab p-Value
negative (n=47) positive (n=4)

Gender: female/male 28/19 3/1 n.s.
Age at onset (y); mean+ SD 3011 33+£3 n.s.
Age at sampling (y); mean £ SD 36+11 39+7 n.s
Disease duration at sampling (y); mean 4 SD 5446.4 6.6+9.1 n.s.
Disease duration (y); mean+ SD 16.1+8.0 16.5+11.8 n.s
n relapses first 2 y; mean 4 SD 23+15 2.0+038 n.s.
n relapses first 5 y; mean + SD 46+36 38422 n.s.
Annualized relapse rate; mean 4 SD 0.56+0.35 0.43+0.24 n.s.
EDSS at sampling; mean =+ SD 22+14 20+1.9 n.s.
EDSS at last follow-up; mean 4 SD 35+21 44+3.1 n.s
Time to EDSS 3.0 (y); mean (95% CI) 18.2 (14.8-21.7) 10.2 (3.82-16.7) ns.
Time to EDSS 4.0 (y); mean (95% CI) 21.2 (17.7-24.6) 14.5 (6.1-22.9) n.s.
Time to EDSS 6.0 (y); mean (95% CI) 26.6 (23.1-30.2) 22 n.s
Develop of SPMS; n (%) 11 (23.4) 1(25) n.s.
Time to SPMS (y); mean + SD 18.6+9 23 n.s.
Follow-up from sampling (y); mean 4 SD 10.6 +£3.2 99+28 n.s
Brain MRI at sampling (n): 37 4

n Of T2 lesions; mean 4 SD 2237+£179 17.67+16.2 n.s.

n Of periventricular lesions; mean 4 SD 7.7+54 5+3.6 n.s.

n Of juxtacortical lesions; mean 4 SD 443452 242 n.s.

n Of infratentorial lesions; mean 4 SD 1.94+2.7 325433 n.s.

n Of cortical lesions; mean + SD 0.17+0.38 0.254+0.5 n.s.

n Of enhancing lesions; mean 4 SD 6.9+ 16.6 1.0+0 n.s.

Contactin-2-ab—antibodies to contactin-2; y—years; SD—standard deviation; n—number; EDSS—Expanded Disability Status Scale; SPMS—secondary progressive multiple sclerosis;

Cl—confidence interval; MRI: magnetic resonance images.
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radiological profile. Our results would suggest that contactin-2-ab
analysis would not be useful for identifying different disease subtypes
Or prognosis.
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Resultats i discussio de les publicacions

Inicialment s’havia descrit el perfil clinic d’'un grup concret de malalts amb ELP i Acs
contra diferents proteines onconeuronals, en el que gairebé la meitat d’aquests
pacients tenien CPCP i els Acs s’associaven principalment a '’Ag Hu, i en menor
freqiencia a I'amfifisina i CV2, pero encara quedava més d’un 50% d’aquests malalts,
amb afectacio preferentment al sistema limbic i una resposta favorable al tractament
amb immunosupressors, considerats “seronegatius” perque no se’ls hi havia detectat
cap Ac onconeuronal associat (Alamowitch et al., 1997). Amb el nou grup d’Acs dirigits
contra Ags de membrana, aquell grup de malalts amb encefalitis considerats
“seronegatius” comencava a definir-se, un estudi retrospectiu (en el que es van avaluar
els casos de diverses EL compreses entre els anys 2000 i 2007) realitzat per Graus i els
seus col laboradors (Figura 8) indicava que aproximadament la meitat de les EL que
havien estudiat eren paraneoplasiques, d’aquestes el 47% (1| de 23) presentaven Acs
onconeuronals, mentre que el 52% (12 de 23) tenien Acs de membrana, i d’aquests el
75% presentaven Acs contra Ags de membrana encara no identificats. | respecte el
grup de malalts amb EL idiopatica, un 11% (2 de 17) també presentaven Acs contra
nous Ags de membrana (Graus et al, 2008). Una part dels estudis realitzats en la
present tesi es centren en caracteritzar aquest 75% i |1% de malalts que presenten

Acs de membrana contra Ags desconeguts.
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Figura 8
Encefalitis Limbica
2000-2007
Idiopatica (N=22) Paraneoplasica (N=23)
Ac de membrana (N=17) Seronegatius (N=5) Ac onconeuronals (N=11) || Ac de membrana (N=12)
VGKC  (11) VGKC  (2)
NMDA (4) NMDA (1)
Nous Ac (2) Nous Ac (9)

Ac addicionals (9)

Onconeuronals (5)
Altres intracel-lulars (4)

Graus et al. Neurology 2008; 71(12):930-6

En total des del 2007 s’han anat identificant 7 autoanticossos de membrana: els anti-R-
NMDA, anti-R-AMPA, anti-R-GABA,, anti-LGlI, anti-Caspr2, anti-R-Glicina i anti-
mGIuR5. Totes aquestes dianes antigéniques estan implicades en la transmissid
sinaptica i la plasticitat, o excitabilitat nerviosa, i tot i que les sindromes associades a
aquests autoantigens son sindromes severes, que afecten a la memoria, comportament,
cognicié, i molts cops donen alteracions psiquiatriques, el tractament amb
immunoterapia acostuma a ser efectiu (Ances et al., 2005), (Rosenfeld and Dalmau,
2010). La frequiéncia d’aquestes sindromes, tenint en compte que fins fa poc no es
coneixien, és relativament alta, especialment en el cas del R-NMDA, on la frequeéncia
supera les encefalitis viriques si contéssim cada soca viral per separat (Strader et al.,
2006), i de fet estudis recents demostren que diversos casos d’encefalitis de nens i
adults podrien estar causats per una disfuncié autoimmune, consequéncia de I'accié
patogenica dels Acs contra proteines de superficie involucrades en les sinapsis
neuronals del SNC (Graus et al., 2010), (Dalmau et al., 2008), (Lai et al., 2009)
(Lancaster et al., 2010), (Lai et al., 2010), (Lancaster et al., 201 I).
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Els resultats obtinguts en aquesta tesi han donat lloc a la publicacié de 4 articles, amb
els quals hem contribuit a identificar un nou autoanticos, i a caracteritzar el perfil clinic,
la frequiéncia, i la co-expressid amb els Acs onconeuronals de les encefalitis associades
a Ags de membrana. | hem estudiat la frequéencia d’expressié¢ d’'un autoantigen de

membrana que interacciona amb el complex dels VGKC en el perfil de 'EM.

ANTICOSSOS CONTRA EL RECEPTOR GABA, EN L’ENCEFALITIS
LiMBICA | ALTRES SINDROMES NEUROLOGIQUES ASSOCIADES
A ANTICOSSOS ANTI-GAD.

Anteriorment s’havia descrit la presencia d’Acs contra el R-GABA; en pacients amb EL
associada a CPCP o simultaniament amb Acs anti-GAD, i amb aquest estudi voliem
analitzar la frequiencia de pacients que tenien Acs anti-R-GABA; en aquests dos perfils
clinics, contribuint aixi a la caracteritzacio de la reactivitat dels Acs associats a aquest

receptor.

Vam analitzar un total de 147 pacients: 70 tenien EL (5| paraneoplasica, i 19
idiopatica), i 77 tenien altres sindromes associades a Acs anti-GAD (29 sindrome de la
persona rigida, 28 ataxia cerebel lar, |4 epilépsia, i 6 eren paraneoplasics) (Taula 5).
Dels 147 pacients, || van resultar positius per aquest autoantigen, i els vam detectar
preferentment en malalts amb EL. El 14% dels pacients amb EL (10 dels 70) tenien Acs
contra el R-GABA; i el 80% (8 dels 10 pacients) tenien CPCP, mentre que els 2
restants eren idiopatics. Aquests resultats indiquen que els Acs anti-R-GABA; sén més
freqlents en els casos amb ELP (8 dels 51) respecte els casos d’EL idiopatica (2 de 19).
| dins el grup d’ELP els esperarem trobar sense Acs onconeuronals classics associats

(tan sols | presentava a més Acs contra IAg Hu i tenia CPCP).

9 dels 10 pacients amb Acs contra el R-GABA; i EL eren homes, d’'uns 60 anys de
mitjana d’edat, i tots presentaven confusio, desorientacio, perdua de memoria, canvis
de comportament, i encefalitis preferentment associada a alteracions en el sistema

limbic. 8 d’ells a més havien presentat convulsions importants en algun moment (2 van
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requerir entrar a la unitat de cures intensives per controlar les convulsions), i el LCR
mostrava pleocitosis de limfocits en 4 pacients i la ressonancia magnética mostrava un

augment del fluid.

Respecte el grup de malalts amb malalties associades a Acs anti-GAD, no vam trobar
Acs contra el R-GABA; en cap dels pacients GAD-positius i la sindrome de la persona
rigida, ataxia cerebel lar o epilépsia. Només | dels pacients amb Acs anti-GAD i

timoma presentava també Acs contra el R-GABA; (Taula 5).

Taula 5. Freqiiéncia d’anticossos anti-receptor GABA; en 147 pacients amb encefalitis, o

sindromes neurologiques associades a anticossos anti-GAD.

Sindrome N2 pacients Acs-R-GABAg (%)
Encefalitis limbica 70 10 (14%)

ELP 51 8 (16%)
Amb Acs-onconeuronals 33 1( 3%)
Sense Acs onconeuronals 18 7 (39%)
EL idiopatica 19 2 (14%)
Sindromes associades a Acs-anti-GAD 77 1(1%)
Sindrome de la persona rigida 29 0 (0%)
Ataxia cerebel-lar 28 0 (0%)
Epilepsia 14 0 (0%)
Paraneoplasica 6 1(17%)

Paral 1elament als objectius d’aquest estudi, amb els nostres resultats també vam
contribuir a caracteritzar el grup de malalts amb EL i CPCP definits com a seronegatius
al 2007 (comentats anteriorment en la figura 8), dels quals el 70% tenen Acs contra el
R-GABA; i el 30% restant Acs contra el R-AMPA. En la Figura 9 es reflexa I'evolucio

dels avangos en la caracteritzacié d’aquesta sindrome.
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Figura 9
EL i CPCP
50% Hu positius 50% seronegatius 1997
70% Ac-R-GABAB 2010
30% Ac-R-AMPA
Alamowitch et al. Brain 1997 Boronat et al. Neurology 201 |

Els resultats no suggereixen associacié entre els Acs contra el receptor de GABA; i
contra el GAD. Dels 107 pacients, només 3 malalts tenien els dos Acs, dels quals 2
tenien ELP sense Acs onconeuronals associats, i el tercer tenia ataxia cerebel far
paraneoplasica. Tots tres tenien un tumor, els 2 amb EL tenien CPCP, i el de l'ataxia
cerebel lar paraneoplasica tenia un timoma. Dels pacients dels quals disposavem de
serum i LCR (5 en total) vam analitzar els dos tipus de mostres, i ambdos eren

positives.

En I'estudi inicial del GABA;, d’'una série de |5 pacients amb ELP o idiopatica, |3 tenien
convulsions, 12 tenien algun cancer relacionat amb els pulmons, dels quals 5 tenien
CPCP, i 3 a més tenien Acs anti-GAD (Lancaster et al., 2010). Amb el nostre estudi,
vam contribuir a la caracteritzacio d’aquest nou autoanticos incrementant el nombre
de malalts analitzats, i en contra del que aparentment suggerien els resultats anteriors,
els nostres resultats indiquen que no és molt freqient en aquets pacients trobar
simultaniament els dos autoanticossos, en el nostre estudi tan sols dos malalts amb EL
tenien Acs contra el R-GABA; i contra el GAD, i els dos tenien CPCP. Altres estudis
suggereixen que els pacients amb ELP associada a Ags de membrana poden tenir també
Acs contra Ags intracel lulars classics, i en aquests casos, el tractament amb

immunoterapia no és tant efectiu. (Graus et al., 2008). Per contra, en el nostre estudi

101



Resultats i discussid

del grup dels 33 pacients amb ELP i Acs onconeuronals només | malalt tenia Acs

onconeuronals addicionals, i era contra la proteina Hu.

Per un altre costat, diversos estudis demostren I'associacid entre els Acs anti-GAD,
I'epilepsia i 'ataxia cerebel lar (Vulliemoz et al,, 2009), i en I'estudi realitzat pel grup de
Dalmau, I3 dels 15 pacients descrits tenien convulsions. En consequéncia, quan vam
seleccionar el grup de pacients a estudiar, vam incloure un grup de malalts amb altres
sindromes, que per la clinica de les convulsions i la possible associacio amb els Acs
anti-GAD podien ser susceptibles a tenir també Acs anti-R-GABA; Pero els nostres
resultats indiquen que tampoc hi ha una associacié entre la preséncia d’Acs anti-R-
GABA i Acs anti-GAD, només els vam detectar en un pacient amb ataxia cerebel ‘ar, i

era en un context paraneoplasic.

Pel que fa a la clinica d’aquests malalts, una possible explicacié podria ser el rol
patogenic d’aquests Acs de membrana, els receptors del GABA; es concentren en
I’hipocamp, talam i cerebel, i les disfuncions neurologiques es correlacionen bastant
amb el lloc on s’expressa I'’Ag, en aquets cas, una clinica associada a la disfuncié de
I’hipocamp i cerebel preferentment, tot i que caldria fer estudis similars als realitzats
amb els Acs anti-R-NMDA per veure si els receptors s’internalitzen per causa directa
dels Acs (Dalmau et al, 2008). Respecte el perfil clinic d’aquests pacients no és
substancialment diferent de la resta d’EL autoimmunes. | tot i I'elevada freqiiéncia de
convulsions en aquests pacients, no és predictiu d’autoimmunitat associada als Acs
anti-R-GABA,, ja que quasi el 50% dels malalts amb encefalitis pateixen convulsions, i la
majoria de malalts amb Acs anti-GAD també en tenen (Saiz et al., 2008), (Gultekin et

al., 2000), (Malter et al., 2010).
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PERFIL CLINIC DE L’ENCEFALITIS ASSOCIADA A ANTICOSSOS
CONTRA EL RECEPTOR AMPA.

Un altre estudi que vam realitzar tenia I'objectiu de caracteritzar el perfil clinic dels
malalts amb Acs contra el receptor de TAMPA. Vam analitzar el serum o LCR de 30
malalts: |7 tenien EL tipica, i |13 tenien quadres d’encefalitis que no complien tots els
criteris per ser considerats EL (Taula 6). Dels |7 malalts amb EL tipica, 2 tenien Acs
contra el R-AMPA, i la resta tenien Acs contra els VGKC (4), GAD (4), AK5 (I), Hu
(1), i 5 no tenien Acs. | dels 13 que no complien estrictament els criteris d’encefalitis, 2
malalts també presentaven Acs anti-R-AMPA (els altres || tenien Acs anti-R-NMDA).
En total, 4 dels 30 pacients (13%) tenien Acs contra aquest receptor, tots eren dones,

d’entre 51 i 71 anys, i en una d’elles els Acs es van detectar només en el LCR.

Taula 6.

Ac- AMPA (2)
Ac - VGKC (4)
Ac - GAD (4)
17 ELtipica™|  Ac- AK5 (1)
Ac- Hu (1)

negatius (5)

N=30

Malalts

13 encefalitis

no tipica

Ac- AMPA (2)

Ac- NMDA (11)
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En un estudi realitzat amb 109 pacients es van detectar Acs contra el receptor de
'’AMPA en 10 malalts amb EL, un 9% (Lai et al., 2009), similar als nostres resultats, amb
el nostre estudi nosaltres hem detectat Acs anti-R-AMPA en 2 malalts amb un quadre
d’EL tipica i en 2 malalts amb un perfil de canvis rapids i progressius de comportament
que recordaven una psicosi. | igual com s’ha vist amb alguns receptors de membrana,
I'absencia d’Acs en el serum no exclou que n’hi hagi en el LCR, en el nostre estudi en
una de les malaltes només vam detectar els Acs en el LCR, fet que també ha estat
descrit anteriorment amb els Acs anti-R-NMDA, on s’ha vist que la concentracié d’Acs
en el serum és menor, i en casos de titols baixos, pot ser que nhomés es detectin en el
LCR (Dalmau et al., 2008). Per un altre costat els nostres resultats indicaven, que els
Acs anti-R-AMPA també es poden detectar per immunohistoquimica sobre teixit de
rata perfés amb paraformaldehid, que és la manera habitual de processar el teixit per

detectar els Acs onconeuronals en els laboratoris de referéncia (Vincent et al., 1998).

Pel que fa al perfil clinic, els nostres resultats indiquen que els Acs anti-R-AMPA
s’associen a dones majors de 50 anys, amb una simptomatologia tipica d’EL o també en
pacients que es presentin amb canvis rapids i progressius de comportament que
recorden una psicosis aguda. Aquesta clinica es podria correlacionar amb la distribucio
que té el R-AMPA en el cervell, que s’expressa preferentment en I'’hipocamp, cortex
cerebel lar, ganglia basal, i cerebel (Sprengel, 2006). | una altra dada interessant és que
només el 20% dels cancers de pulmoé son de cél lula petita, i 2 dels 4 pacients amb Acs
contra el R-AMPA presentaven ELP associada a CPCP, i afortunadament ambdés van

respondre al tractament amb quimioterapia i esteroides.

ENCEFALITIS | ANTICOSSOS CONTRA EL DPPX, UNA PROTEINA
ASSOCIADA A LA SUBUNITAT KV4.2 DELS CANALS DE POTASSI.

En la present tesi també hem realitzat un altre tipus d’estudi enfocat a identificar nous
Ags de membrana implicats en la patofisiologia de les encefalitis, i amb aquest treball

vam descriure una nova sindrome autoimmune associada a la preséncia d’Acs anti-
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DPPX, una proteina del complex dels canals de potassi 4.2, els resultats del qual han

donat lloc a la publicacié d’un article.

Vam identificar, per immunoprecipitacio, espectrometria de masses i posterior
immunoblot, un nou autoanticos associat a I'encefalitis, i posteriorment vam detectar-
lo en tres malalts més, el serum dels quals tenia una reactivitat contra el neuropil de
I’hipocamp similar a la mostra de serum que haviem immunoprecipitat inicialment. En
total vam detectar Acs contra el DPPX en 4 malalts, (2 homes i 2 dones, d’edat entre
45-76 anys) que van desenvolupar una rapida i progressiva encefalopatia caracteritzada
per agitacio, disfuncié cognitiva, confusio, deliris paranoics, al lucinacions visuals,
tremolors i sacsejades miocloniques, i en 3 d’ells els simptomes neurologics anaven
acompanyats o precedits de diarrea abundant d’etiologia desconeguda i una perdua
important de pes. El serum dels 4 pacients va mostrar reactivitat contra els epitops
extracel lulars del DPPX, i tots reaccionaven contra les dues isoformes de la molécula
(DPPX-L i DPPX-S, que varien en la llargada del domini citoplasmatic). Dos pacients
tenien a més Acs contra epitops intracel lulars, ja que mostraven reactivitat contra les
céllules HEK transfectades amb un plasmid que codificava per la molecula DPPX
modificada a la que se li havia eliminat la part extracel lular del C-terminal, i un altre
malalt a més presentava també un Ac addicional no caracteritzat, que
immunoreaccionava sobre teixit de ratoli deficient en aquesta proteina donant un
patré immunohistoquimic caracteristic, diferent al patré que donen els Acs anti-DPPX.
Per contra, cap d’ells va reaccionar contra el DPP10, ni contra el KV4.2. | per un altre
costat, I'analisi immunohistoquimic de lintesti prim va demostrar que el DPPX
s’expressa en les neurones del plexe mienteéric, i en aquest cas, els Acs també hi

reaccionen.

L’analisi del LCR d’aquests pacients mostrava pleocitosi, i increment d’lgG o bandes
oligoclonals, pero finalment amb la immunoterapia persistent o intensiva, els
simptomes neurologics van millorar notablement, tot i que de manera lenta (< | any), i

associada a recaigudes al retirar o disminuir la immunoterapia.

Els quatre pacients que descrivim presenten Acs contra el DPPX, una molécula que
esta funcionalment relacionada amb els VGKC (retorna el canal a les seves condicions
basals), concretament amb la subunitat KV4.2, que és depenent de dues subunitats

auxiliars, la proteina intracel lular KChIP (intracellular Kv-channel-interacting protein) i
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'extracel fular DPPX, preferentment expressada en les neurones piramidals de
'hipocamp i cerebel) (Seikel and Trimmer, 2009), (Nadal et al., 2001). Per diverses
teécniques hem demostrat que aquesta autoreactivitat és especifica contra el DPPX; el
serum dels quatre malalts no van reaccionar ni contra els KV4.2 ni contra la KChIP, ni
tampoc contra el DPP10, una molecula de la mateixa familia que el DPPX amb la que
té una elevada homologia. Els resultats suggereixen que aquesta sindrome és d’etiologia
immunomediada, el fet que els 4 pacients reaccionin contra epitops extracel {ulars i

que el seu LCR mostri pleocitosi donen suport a aquesta hipotesi.

Pel que fa a la simptomatologia d’aquests pacients, els principals simptomes (que
inclouen agitacié, mioclonus, tremolors i convulsions) no sén caracteristics d’una
sindrome concreta i son compatibles amb altres sindromes com la hiperexcitabilitat
neuronal, pero els ratolins deficients en aquesta molécula mostren un increment de
I'excitabilitat en els estudis electrofisiologics (Kaulin et al., 2009), i una publicacio del
2006 descriu el cas d’'un pacient en el que es suggereix que la mutacié de la molécula
Kv4.2 li va provocar alteracions en el lobul temporal desencadenant epilépsia, que
resulta en una excitabilitat aberrant de I'expressié del canal mutat en les cél {ules
(Singh et al., 2006). Pero la implicacié practica d’aquest estudi és que la diarrea,
I'encefalitis amb signes d’hiperexcitabilitat i la pleocitosi del LCR son caracteristiques
que ens permetran reconéixer nous casos, i malgrat encara se’n desconegui la
freqiencia i el seguiment de tres dels malalts ens indiqui que és una sindrome severa,
aquests pacients responen al tractament amb immunoterapia. Per un altre costat,
I'analisi immunohistoquimic de l'intesti prim va demostrar que el DPPX s’expressa en
les neurones del plexe mienteric, i els Acs també reaccionen contra el DPPX expressat
en aquestes neurones. Una possible explicacio sobre I'associacié de la diarrea i els Acs
anti-DPPX podria ser el resultat d’'un mimetisme molecular relacionat amb la infeccié
d’algun agent infeccios encara desconegut, similar a la que succeeix amb la sindrome de

Guillem-Barré i les infeccions per Campilobacter jejuni (Talukder et al., 2011).
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ANALISI DELS ANTICOSSOS CONTRA EPITOPS DE SUPERFICIE
DE LA CONTACTINA-2 EN L’ESCLEROSI MULTIPLE

Fins fa poc MOG era I'inic autoantigen que es coneixia que podia tenir una accid
patogenica, induint l'activacio d’'una resposta immunologica desencadenada per les
céllules T i alhora promoure un atac dels Acs provocant desmielinitzacid en els
models animals, pero recentment s’ha demostrat que Kir 4.1 també és un autoantigen
potencialment patogenic. Aixo suggereix que poden haver-hi altres autoanticossos
dirigits contra altres molecules del SNC potencialment patogeniques que podrien
produir o contribuir a desencadenar el dany en els malalts amb EM. La contactina-2 és
una proteina, que igual que Kir4.l, esta relacionada amb els VGKC, i contra la qual
alguns pacients amb EM presenten reactivitat, a més, interacciona amb Caspr2 (Figura
10), un autoantigen d’alguns malalts amb EL o neuromiotonia. Amb l'objectiu de
contribuir a caracteritzar els diferents perfils dels malalts amb EM, en aquest treball
vam estudiar la frequencia i patogenicitat dels Acs anti-contactina-2 en pacients amb

EM.

Figura 10. Esquema d’un nodul de Ranvier.
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Vam analitzar la presencia d’Acs anti-contactina-2 en el serum de |05 pacients
clinicament definits com EM. D’aquests pacients: |9 tenien sindrome clinicament
aillada, 51 tenien EM remitent-recurrent, 20 la forma secundariament progressiva, i 15
EM primariament progressiva. | en 40 dels 105 pacients a més del serum se’ls hi havia
extret LCR, el qual també vam estudiar. En total vam detectar Acs anti-contactina-2 en
el serum de 4 pacients en fase remitent-recurrent, i el seguiment dels pacients durant
8-14 anys indicava que els Acs de tots ells persistien en el serum dels malalts al llarg
del temps. Per contra, cap d’ells presentava una reactivitat addicional contra el Caspr2

o el LGII.

Les ressonancies magnetiques d’aquests pacients eren heterogenies pero no
significativament diferents de la resta de malalts en fase remitent-recurent, no eren
diferents ni en el nombre total de lesions en T2, ni en el nombre de lesions
periventriculars, ni juxtacorticals. Durant el seguiment dels pacients, | (25%) dels
positius i |1 (23.4%) dels negatius, van passar a una fase secundaria progressiva de la

malaltia.

Els nostres resultats indiquen que el 7.8% dels malalts amb EM en fase remitent-
recurrent tenen Acs anti-contactina-2, fet que confirma els resultats de Derfuss sobre
I'existencia d’Acs anti-contactina-2 en malalts amb EM (Derfuss et al., 2009). | similar al
que passa en la neuromielitis optica i els Acs anti-aquaporina4, els Acs es detecten
pitjor en el LCR que en el serum (Jarius et al,, 2010), de fet en el nostre estudi amb la
contactina-2 només els vam detectar en el serum d’aquests malalts, no en el LCR. | tot
i que els Acs persisteixin en el serum dels malalts durant un periode llarg de temps, els
resultats suggereixen que no sén significatius d’'un grup concret de pacients, a
diferéncia dels Acs anti-MOG, els quals sembla que si defineixen un grup de malalts
amb encefalomielitis aguda disseminada (Di et al., 201 ). Per contra, recentment s’ha
demostrat que el 46.9% dels malalts amb EM tenen Acs anti-Kir4.1, i malgrat no siguin
caracteristics d’'un grup concret de malalts amb EM, i no hi hagi correlacié entre la
preséncia d’Acs i 'edat o les caracteristiques cliniques, s’ha demostrat que tenen un rol
patogenic directe alterant I'expressid de la proteina GFAP en els astrocits i activant la
cascada del complement en els llocs on s’expressa la molécula Kir4.l, i a més es

produeix una sintesi intratecal d’Acs. Tot aixo suggereixen que podrien interferir en la
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funcié de Kir4.l, alterant la concentracidé de potassi i ’homeostasi en la transmissio
sinaptica, el que podria provocar el dany tissular o afectar a la remielinitzacié
(Srivastava et al.,, 2012). A diferencia d’aquestes dos molecules, els Acs anti-contactina-
2 no sembla que tinguin una accio patogenica directa, pero els nostres resultats
avaluats per cel {ules HEK transfectades indiquen que la frequencia dels Acs anti-
contactina-2 (7.8% dels EMRR), és similar a la d’altres estudis avaluats per Elisa, on la

seva frequiéncia és de 2 positius respecte 25 malalts amb EM (Derfuss et al., 2009).

La contactina-2 és una molécula d’adhesié de la familia de les immunoglobulines,
localitzada a la regio juxtaparanodal dels axons mielinitzats, expressada en forma
d’heterodimer (Poliak et al., 2003). La significacié clinica que podrien tenir aquests
autoanticossos es qlestiona per la inaccessibilitat a l'autoantigen ja que la regié
juxtaparanodal conté la baina de mielina, a més, els resultats d’alguns experiments
realitzats amb el model animal EAE no mostren un dany addicional associat als Acs
anti-contactina-2 (Derfuss et al., 2010). D’aquesta manera, malgrat els Acs anti-
contactina-2 persisteixin en el temps, no sembla que indueixin la disfuncié neuronal de
la substancia gris, tal com passaria amb la neurofascina, un altre autoantigen identificat
recentment en malalts amb EM (Mathey et al., 2007). Per contra, si es creu que les
célules T especifiques d’Ag sén capaces de desencadenar I'efecte patogenic, diferents
estudis realitzats sobre I'expressié de contactina-2 en un subgrup de neurones
corticals, donarien suport a aquesta hipotesi (Savvaki et al., 2008), (Derfuss et al.,
2009), i aquest efecte patogenic podria ser rellevant perqué en les formes progressives
de la malaltia, tant en la secundaria com en la primaria progressiva, el cortex esta
notablement afectat per una desmielinitzacid cortical extensiva associada a infiltrats
inflamatoris en les leptomeninges (Lassmann et al., 2007). Per un altre costat, els Acs
anti-Contactina-2 també s’havien detectat en altres malalties, 5 de 96 pacients amb
encefalitis, Morvan o neuromiotonia, presentaven Acs contra aquesta molécula, i 4
d’aquests 5 tenien Acs addicionals contra Caspr2 (2 pacients), contra el LGII (I
pacient), i contra els VGKC (| pacient) (Irani et al., 2010). A diferencia d’aquests
resultats, en el nostre estudi cap de les mostres positives presentava Acs addicionals

contra caspr2 o el LGII.
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CONCLUSIONS

I. El receptor de GABA; és l'autoantigen més comu en el grup de
B
pacients caracteritzats per encefalitis limbica associada a cancer de

pulmo de cél lula petita, previament considerats “seronegatius’.

2. En malalts amb anticossos contra el GAD, la frequencia de tenir
també anticossos contra el receptor GABA; és baixa, i només

s’observa en un context paraneoplasic.

3. La deteccid d’anticossos contra el receptor AMPA s’hauria de
considerar en pacients, particularment dones, majors de 50 anys
que presentin encefalitis limbica, o canvis rapids i progressius de

comportaments anormals que recorden a una psicosi aguda.

4. ElI DPPX és un nou autoantigen de membrana, associat a I’encefalitis
caracteritzada per hiperexcitabilitat del sistema nervios central,

precedida per diarrea de causa desconeguda.

5. En lesclerosi multiple la frequéncia dels anticossos contra la
contactina-2 és baixa, persisteixen en el temps, i no s’associen a un

perfil clinico-radiologic caracteristic.
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Descripcio d’altres anticossos onconeuronals.

Els Acs onconeuronals reaccionen contra proteines intracel lulars, expressades en el
teixit nervidés i en el tumor, i la majoria intervenen directa o indirectament en
processos cellulars com la replicacié i transcripcié del material genetic, o la
diferenciacio, migracid i apoptosi cel lular. La frequencia d’expressié en malalts amb
SNP concretes és alta, i actualment son molt Utils tant per ajudar a definir el diagnostic
de moltes SNP, com per orientar en el tipus de cancer que pot tenir el pacient. En el
cas de I'encefalitis, els principals Acs onconeuronals associats sén els anti-Hu i anti-
Ma2, tot i que en menor freqiiéncia també podem trobar pacients que tinguin Acs anti-
amfifisina i anti-CV2. En general els malalts tenen una resposta poc satisfactoria al
tractament d’immunoterapia. | les técniques més utilitzades per detectar els Acs

onconeuronals classics sén la immunohistoquimica i 'immunoblot.

La immunohistoquimica és la primera técnica que es realitza per detectar la
presencia d’Acs onconeuronals en el serum o LCR dels malalts. El serum o LCR es
posa en contacte amb el teixit de rata congelat, previament perfés amb
paraformaldehid i preservat amb sucrosa, després un Ac secundari marcat amb biotina
s’unira a les IgG del pacient, i en afegir I'avidina-biotina es formara un macrocomplex
proteic, que posteriorment en afegir la DAB (tetrahidroclorur 3,3’-diaminobencidina)
es donara una reaccié enzimatica que es fara insoluble i visible. D’aquesta manera
aquesta tecnica permet observar la reactivitat dels Acs onconeuronals, cada
autoantigen té una distribucié determinada en el cervell, i en consequeéncia cada Ac es
pot associar a un patré immunohistoquimic caracteristic. Cal tenir en compte pero,
que alguns patrons son similars entre ells, de manera que és necessari I'is de técniques

alternatives per tal de confirmar els resultats.

L’immunoblot es realitza per confirmar els resultats que la immunohistoquimica i la
clinica del pacient suggereixen, i es basa en la deteccié de proteines especifiques. Es
posa en contacte el serum o LCR amb una membrana que conté extractes de la
proteina contra la que sospitem que el pacient té reactivitat, i els resultats es rebel len
pel metode de lavidina-biotina-peroxidasa. La visualitzacié d’'una banda amb el pes

molecular corresponent al de la proteina confirmara els resultats.
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Anticossos anti-Yo (PCA-I)

Els Acs anti-Yo van ser detectats per primera vegada al 1983, quan Greenlee i Brashear
(Greenlee and Brashear, 1983) van descriure el cas de dos pacients amb degeneracio
cerebel losa paraneoplasica, cancer d’ovari, i elevats titols d’Acs contra les cel lules de
Purkinje, pero no va ser fins al 1986 quan Cunningham, Posner i els seus
col 1aboradors els van detectar per immunoblot. Poc després Dropcho clonava la
proteina de 34 KDa contra la qual reaccionaven els Acs dels malalts amb degeneracid
cerebel losa paraneoplasica (Dropcho et al., 1987), més tard Sakai clonava I'Ag de 52
KDa (Sakai et al., 1990), i poc després Fathallah-Shaykh clonava un Ag de 62 KDa
(Fathallah-Shaykh et al., 1991), tot i que els resultats suggerien que I'’Ag de 52 KDa i el
de 62 KDa compartien molts epitops (Sakai et al., 1993). Per un altre costat el grup de
Posner van demostrar que aquests Acs anaven dirigits contra el citoplasma de les
cél lules de Purkinje del cerebel i neurones del tronc cerebral, i s’associaven a la
degeneracié cerebel losa (Furneaux et al, 1990). | al 1990 Furneaux i els seus
col laboradors van anomenar CDR (cerebellar-degeneration-related) a I'Ag que

reconeixien els Acs anti-Yo.

Els Acs anti-Yo tenen dues dianes Patr6 immunohistoquimic dels Acs
antigéniques, el CDRI (34KDa), i anti-Yo

CDR2 (62KDa), sent el CDR2 I'Ag

majoritari, expressat en el tumor i en el

SN. Es wuna proteina intracel {ular

L
situada a les cél {ules de Purkinje, i la i o - -
seva funci® no es coneix massa bé, Le f’ g
pero es creu que actua sobre el factor e, ‘ g b 6
nuclear NF-K; evitant la seva uni6 al Sk @5 g R o

ADN i inhibint la  capacitat ,
Fotografia realitzada per nosaltres
transcripcional  (Cunningham et al,

1986), (Furneaux et al., 1990).
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Els Acs anti-Yo s’associen principalment a dones amb degeneracidé cerebel {osa
paraneoplasica (comencen amb nausees i vomits, seguit d’ataxia, diploidia, disartria, i
disfagia, i evolucionen fins la disfuncio cerebel losa subaguda i progressiva), i tumors
ginecologics (sobretot cancer d’ovari o de mama). Aquests pacients no acostumen a
tenir altres Acs onconeuronals, pero un 2% dels pacients amb cancer sense SNP també

expressen Acs anti-Yo.

Anticossos anti-Ri (ANNA-2, anti-Nova)

Els Acs anti-Ri van ser identificats per primera vegada per Posner i Budde-Steffen al
1988, quan van observar que un Ac present en el serum d’un pacient amb opsoclonus,
ataxia i cancer de mama reaccionava contra els nuclis neuronals (Budde-Steffen et al.,
1988), pero no es va acabar de caracteritzar totalment fins al 1991, quan Luque i els
seus col laboradors van descriure la preséncia d’Acs anti-Ri en el serum i LCR de 6
dones amb ataxia, opsoclonus i algun cancer ginecologic. (Luque et al., 1991). Aquests

anticossos també es coneixen amb el nom de ANNA-2 (Lennon, 1994).

La diana antigenica dels Acs anti-Ri s’anomena Nova-I. Nova-| és una proteina d’'uni6 a
'’ARN que s’expressa preferentment en neurones del SNC i cel fules de Purkinje. Els
Acs anti-Ri provoquen que les proteines Nova-| perdin la capacitat d’unié a ’ARN, i

en consequéncia els pacients pateixen alteracions motores.
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Alguns pacients també reaccionen
contra Nova-2 degut a [elevada
homologia amb Nova-l, una altra
proteina d’unié a '’ARN, de la mateixa
familia que nova-1, que es distribueix
més ampliament i a més esta implicada
en el metabolisme de '’ARN, de manera
que aquests pacients a més tenen
encefalopaties i demeéncia. En general
les proteines de la familia Nova estan
implicades en el desenvolupament i
fenotip neuronal (Yang et al, 1998),
(Dalmau and Posner, 1994).

Patr6 immunohistoquimic d’Acs anti-

Ri

Fotografia realitzada per nosaltres

Els Acs anti-Ri s’associen principalment a la sindrome d’opsoclonus/mioclonus, i a

I'ataxia troncal primaria. Els pacients es caracteritzen per patir una paralisi supranuclear

de la mirada, rigidesa muscular, mareig, disartria i disfagia. Es més freqlient en dones, i

acostuma a anar associada a cancer de mama, carcinomes d’ovari, i trompes de fal 1opi,

tot i que també s’han descrit casos de CPCP. En el cas dels homes s’associa al cancer

de prostata i més freqiientment al cancer de pulmo. Els pacients amb Acs anti-Ri també

poden tenir Acs anti-Hu, i en aquest cas s’associen a CPCP (Luque et al., 1991).

Anticossos Anti-Amfifisina

Al 1993 Folli i Pietro De Camilli van identificar la preséncia d’Acs dirigits contra una

proteina neuronal de 128 KDa concentrada a les sinapsis del SNC, en tres dones amb

la sindrome de la persona rigida i cancer de mama. El 60% dels pacients amb aquesta

sindrome i sense cancer tenen Acs contra el GAD (Folli et al., 1993), pero les tres

pacients de Folli i Prieto De Camilli tenien Acs diferents als anti-GAD. Recentment

Lichete havia descrit les caracteristiques de la proteina amfifisina, i per les similituds

entre aquelles descripcions i les caracteristiques de les tres dones (Lichte et al., 1992),
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De Camilli va pensar que els Acs dels seus pacients podien anar dirigits contra aquesta
proteina, i per la tecnica de 'immunoblot van demostrar que el nou Ag associat a la

sindrome de la persona rigida corresponia a I'amfifisina (De et al., 1993).

La diana antigenica d’aquests Acs es Patr6é immunologic dels Acs anti-
troba a la zona del C-terminal de amfifisina
g - TSR M I
I'amfifisina. Pertany a la familia de les N L o e
) S oy M
proteines BAR (Bin-anfifisina-Rsvsp) i té R A T Rl
i e T W F:
A e ¥
dos isoformes, la | i la I, sent 'amfifisina R i '«; ,-%‘ e
aiin ST
tipus | '’Ag majoritari. Esta concentrada = :: il -"__*
- e | T
T . e e IS =
a la zona pre-sinaptica, i és essencial S e RS
T Shen U
per la correcta endocitosi de les R B
i - B Y
, . PO T R S
vesicules pre-sinaptiques dependents de b g S T
2 o S 5
. ; o X oW
clatrina. AN, G, e

Fotografia realitzada per nosaltres

Els Acs anti-amfifisina s’associen a la sindrome de la persona rigida (caracteritzada per
dolor i rigidesa dels musculs axials) i cancer de mama o CPCP, i en menor frequeéncia a
SNP sense evidéencia de tumor. Els pacients amb Acs anti-amfifisina i CPCP poden tenir

també Acs anti-Hu.

Anticossos Anti-CV2 (CRMP-5)

Al 1996 Honnorat, Belin i els seus col 1aboradors, van estudiar un grup de pacients
amb diferents SNP i cancer als quals no se’ls hi havia detectat Acs. Amb [I'objectiu
d’identificar nous autoantigens que podien haver passat desapercebuts per la manera

de processar el teixit, el grup d’Honnorat van utilitzar un meétode de fixacio diferent al
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que s'utilitzava habitualment (paraformaldehid en lloc d’acetona), i van estudiar 45
pacients amb SNP. Alguns d’aquests pacients mostraven reactivitat contra un Ag
localitzat en una subpoblacid de cel lules glials, probablement oligodendrocits de la
substancia blanca del cervell, cerebel i medul la espinal, i per la técnica d'immunoblot,
van veure que els Acs dels || pacients amb SNP associades a la degeneracié neuronal i
cancer sistemic, reaccionaven contra una proteina citoplasmatica de 66 KDa, a la que
van anomenar CV2 (Honnorat et al., 1996). Tres anys més tard van demostrar que els
Acs anti-CV2 reconeixien un grup de proteines anomenades CRMP (Honnorat et al,,

1999).

La principal diana antigenica dels Acs
anti-CV2 és la proteina CRMPS, de la
familia de les CRMP (Collapsin Response
Mediator  Proteins). Té 66 KDa,

Patré immunohistoquimic dels Acs

anti-CV2

s’expressa en el SN, i la seva funcio esta
involucrada, a nivell cellular i P
molecular, en la proliferacié, migracio, 5

diferenciacié i apoptosi de céllules , ®

F-

neuronals. En el cervell adult

'expressio no és gaire elevada, i es 4

concentra a la subpoblacio dels : ’ e
oligodendrocits. En el SN periferic

Fotografia realitzada per nosaltres

s’expressa en un subgrup de neurones

sensorials i en les cel Jules de Schwann.

Els Acs anti-CV2 s’associen preferentment a la neuropatia periférica, ataxia cerebel far,
corea i uveitis. El cancer més freqlient és el CPCP, pero també el podem trobar en
malalts amb timoma. Els pacients amb CPCP i Acs anti-CRMP5 (anti-CV2), poden tenir
també Acs anti-Hu i anti-Zic, i acostumen a tenir encefalopaties amb déficits
multifocals. Per altra banda, aquest Ac també es troba en pacients amb CPCP sense

SNP (9%) (Yu et al., 2001) (Dalmau and Rosenfeld, 2008).
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Anticossos Anti-Tr (PCA-Tr)

Al 1976 Troter i els seus col 1laboradors van descriure el cas d’'un pacient amb limfoma
de Hodgkin i Acs contra algun epitop de les cél lules de Purkinje, que possiblement era
responsable dels simptomes neurologics (Trotter et al., 1976). Al cap de 20 anys Graus
i el seu grup van descriure la presencia d’Acs que immunoreaccionaven contra les
ceél lules de Purkinje de la capa molecular del cerebel amb un patré citoplasmatic
puntejat en la zona de l'arbre dendritic i soma, en cinc pacients amb limfoma de
Hodgkin i degeneracié cerebel losa paraneoplasica, pero els estudis per caracteritzar-
lo mitjangant I'immunoblot i técniques de clonacié no van resultar, el que suggeria que
es tractava d’un epitop conformacional (Graus and Rene, 1996). L’Ac es va anomenar
anti-Tr, pero no va ser fins al 2012 quan Graff, Smith i els seus col laboradors
mitjangant la immunoprecipitacio van identificar la diana antigénica d’aquest Ac en un
pacient amb limfoma de Hodgkin i sense cap signe d’ataxia. L’Ag corresponia a una
proteina anomenada DNER, identificada després en |12 pacients més amb degeneracio

cerebel losa paraneoplasica (de et al.,, 2012).

DNER (Delta/Notch-like epidermal Growth Factor) s’expressa en tot el cervell pero esta
altament concentrat en les cél lules de Purkinje del cerebel i neurones piramidals de
’hipocamp, i sota condicions de permeabilitzacio es pot veure un patré puntejat
caracteristic. Aquest factor de creixement intervé en les interaccions neurona-glia que
es donen en les vies de senyalitzacio de Notch, i la diana antigenica son dos epitops del
domini extracel lular, uns pacients reaccionen contra la regié dels aminoacids 128-308
i altres contra la regié 302-675, pero no sembla que es correlacioni amb una clinica
diferent. Els Acs anti-Tr immunoreaccionen només quan DNER esta N-glicosilat, el que
suggereix que el reconeixement podria estar associat al plegament proteic després de

la N-glicosilacio.
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Els Acs no provoquen canvis Patr6 immunohistoquimic dels Acs

morfologics en les neurones anti-Tr

hipocampals ni cel lules cerebel ‘ars, tot

i que es creu que dalguna manera

alteren la funci6 de DNER, i aixo

causaria l'ataxia. L'analisi de les

autopsies mostren una perdua de

cél lules de Purkinje i suggereixen que

el rol patogeénic esta mediat per les

cél lules T citotoxiques, de manera que

els Acs no serien patogenics, pero es }IQ ‘

podrien utilitzar com a biomarcadors o~ r} d
r ] |

(de et al,, 2012). - _

Fotografia realitzada per nosaltres

Els Acs anti-Tr s’associen a la degeneracid cerebel losa paraneoplasica i al limfoma de
Hodgkin. Els pacients amb degeneracié cerebel {osa paraneoplasica es caracteritzen
per un inici de nausees i vomits, seguit d’ataxia, diploidia, disartria, i disfagia, i
evolucionen fins la disfuncié cerebel losa subaguda i progressiva (Graus and Rene,

1996), (de et al., 2012), (Shams'ili et al., 2003).
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Annex Il. Resum dels articles en catala. Article 1

Anticossos contra el receptor GABA; en I’encefalitis limbica i

altres sindromes associades a anticossos anti-GAD (RESUM).

Recentment s’ha descrit la presencia d’Acs anti-R-GABA; en |5 pacients amb EL i
CPCP 6 Acs anti-GAD. Amb I'objectiu d’analitzar la freqiiencia d’Acs anti-R-GABA; en
aquests dos perfils, vam estudiar el cas de 147 pacients amb EL o altres sindromes

neurologiques associades a Acs anti-GAD.

Vam analitzar per la técnica d'immunofluorescéncia indirecta sobre céllules HEK
transfectades amb les subunitats Bl i B2 del R-GABA,, el serum o LCR de 70 pacients
amb EL (51 paraneoplasica, dels quals 33 tenien Acs onconeuronals i I8 no en tenien, i
|9 amb EL idiopatica), i 77 pacients amb altres sindromes associades a la preséencia
d’Acs anti-GAD (29 amb sindrome de la persona rigida, 28 amb ataxia cerebel far, 14
amb epilépsia, i 6 eren paraneoplasics). Dels 147 pacients, || van resultar positius per
aquest autoantigen, i els vam detectar preferentment en malalts amb EL. El 14% dels
pacients amb EL (10 dels 70) tenien Acs contra el R-GABA;, i el 80% (dels 10, 8
pacients) tenien CPCP. Els 2 pacients restants eren idiopatics. Aquests resultats
indiquen que els Acs anti-R-GABA; son més freqlients en els casos amb ELP (8 dels 51)
respecte els casos d’EL idiopatica (2 de 19). | dins el grup d’ELP els esperarem trobar
sense Acs onconeuronals classics associats (tan sols | que tenia CPCP tenia a més Acs

contra I'Hu).

Per contra, no vam detectar Acs anti-R-GABA; en cap pacient amb Acs anti-GAD i la
sindrome de la persona rigida, ataxia cerebel ar, o epilépsia, només | dels sis pacients

amb ataxia cerebel 1ar paraneoplasica i Acs anti-GAD presentava també Acs anti-R-

GABA,.

9 dels 10 pacients amb EL i Acs anti-R-GABA; eren dones, de 60 anys de mitjana

d’edat, i 8 van presentar convulsions.

D’aquest estudi podem concloure que els Acs anti-R-GABA; sén els Acs més
freqlents en els pacients amb un perfil d’EL associada a CPCP, préviament considerats
“seronegatius”. Per contra, en pacients amb Acs anti-GAD, la frequéncia de trobar

també Acs anti-R-GABA; és baixa, i només observada en un context paraneoplasic.
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Perfil clinic de Pencefalitis associada a anticossos contra el

receptor AMPA (RESUM).

Recentment s’havia descrit la presencia d’Acs anti-R-AMPA en 10 malalts d’un estudi
realitzat amb 109 pacients amb EL. Amb l'objectiu de descriure el perfil clinic d’aquests
malalts, vam estudiar el cas de 30 pacients: |7 d’ells tenien EL tipica (dels quals 4 tenien
Acs anti-VGKC, 4 anti-GAD, 2 anti-AMPA, | anti-AKS5, | anti-Hu, i 5 no presentaven
Acs), i 13 no complien estrictament el criteri d’EL pero es presentaven amb
comportaments anormals que recordaven una psicosis aguda (I | dels quals tenien Acs

anti-R-NMDA i 2 anti-R-AMPA).

En total 4 pacients presentaven Acs contra el receptor AMPA. 2 d’ells tenien EL i
CPCP, i 2 presentaven confusid, agitacid, i rapids i progressius canvis de
comportament anormals. L’examen neurologic era normal, els estudis de LCR i estudis
d’imatge eren negatius i els electroencefalogrames eren normals. Tots es van tractar

amb corticosteroides i van respondre al tractament.

La deteccid d’Acs anti-R-AMPA s’haurien de considerar en pacients, particularment
dones, de més de 50 anys, que presenten EL o canvis de comportament rapids i
progressius, que recorden a una psicosis aguda. Les proves convencionals d’estudis
d’imatge (MRI de I'angles brain magnetic resonance imaging) i LCR no soén indicatius de la
malaltia, i els Acs es poden detectar per immunohistoquimica sobre teixit de rata post-
fixat o teixit perfés amb paraformaldehid (métode habitual per la deteccio dels Acs
onconeuronals), i es detecten preferentment en el LCR (en un dels malalts el serum
era negatiu). Els resultats suggereixen que la causa és immunomediada, i els pacients

responen al tractament amb immunosupressors.

142



Annex Il. Resum dels articles en catala. Article 3

Encefalitis i anticossos contra el DPPX, una proteina associada a

la subunitat Kv4.2 dels canals de potassi (RESUM).

Amb l'objectiu de descriure nous autoantigens, vam seleccionar 4 pacients amb
encefalitis d’etiologia desconeguda i Acs de reaccid similar contra el neuropil del
cervell de rata. L'autoantigen es va caracteritzar per immunoprecipitacid i
espectrometria de masses, i els resultats es van comprovar per immunoblot i cel fules
transfectades, i també es van fer experiments amb ratolins deficients en aquesta

proteina.

Els 4 pacients, 2 homes i 2 dones, d’entre 45 i 76 anys es van presentar amb un quadre
agut de confusié, mioclonus, tremolors i convulsions. Tots tenien pleocitosis, la
ressonancia magnética era normal, i I'encefalitis va anar precedida de diarrea severa
d’etiologia desconeguda en 3 dels pacients. El serum i LCR dels 4 malalts, pero cap dels
149 controls, que incloien malalts amb malalties inflamatories, no inflamatories i
individus sans, presentaven Acs contra el DPPX (una proteina de membrana que regula
els canals de potassi Kv4.2.). 2 dels malalts presentaven a més reactivitat contra
epitops intracel lulars, i un altre malalt tenia a més reactivitat contra un Ac no
caracteritzat. Tres dels pacients van ser tractats amb immunosupressors, i la
recuperacid neurologica va ser lenta (< | any) pero important, tot i que associada a
recaigudes al retirar o disminuir la immunoterapia (no hi ha seguiment d’un dels

malalts).

D’aquest estudi podem concloure que els Acs contra el DPPX s’associen a una
encefalitis prolongada caracteritzada per hiperexcitabilitat del SNC (agitacio,
mioclonus, tremolors i convulsions), pleocitosi i diarrea en la fase inicial. Malgrat aixo,

la sindrome és potencialment tractable amb immunoterapia.
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Annex II. Resum dels articles en catala. Article 4

Analisi dels anticossos contra epitops de superficie de la

contactina-2 en I’Esclerosi multiple (RESUM).

Recentment s’ha identificat la contactina-2 com un autoantigen reconegut per les
celules T, i s’ha detectat la preséncia d’Acs anti-contactina-2 en alguns malalts amb

EM.

Amb I'objectiu d’analitzar la freqiiéncia i la significacio clinica dels Acs anti-contactina-2,
vam realitzar un estudi amb 105 malalts amb EM: 19 amb la sindrome clinica aillada, 51
amb EM en fase remitent-recurent, 20 en fase secundariament progressiva, i 15 en fase
progressiva primaria. En total vam detectar Acs contra la contactina-2 en 4 pacients,
tots en fase remitent-recurrent (7.8%), els Acs persistien al llarg del temps, i només els

vam detectar en el sérum, no en el LCR.

D’aquest estudi podem concloure que la freqiiéncia dels Acs anti-contactina-2 en
malalts amb EM és baixa, i només els hem detectat en el grup d’EM remitent-recurrent,
tot i que no s’associen a cap perfil clinico-radiologic determinat, i tampoc soén

predictius d’un subtipus o d’un pronostic d’EM.
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Investigations of caspr2, an autoantigen of encephalitis and neuromyotonia.

Lancaster E, Huijbers MG, Bar V, Boronat A, Wong A, Martinez-Hernandez E, Wilson
C, Jacobs D, Lai M.
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Abstract

Objective—To report clinical and immunological investigations of contactin-associated protein-
like 2 (Caspr2), an autoantigen of encephalitis and peripheral nerve hyperexcitability (PNH)
previously attributed to voltage-gated potassium channels (VGKC).

Methods—Clinical analysis of patients with encephalitis, PNH, or both. Immunoprecipitation
and mass spectrometry were used to identify the antigen and to develop an assay with Caspr2-
expressing cells. Immunoabsorption with Caspr2 and comparative immunostaining of brain and
peripheral nerve of wild-type and Caspr2-null mice were used to assess antibody specificity.

Results—Using Caspr2-expressing cells, antibodies were identified in 8 patients but not in 140
patients with several types of autoimmune or viral encephalitis, PNH, or mutations of the Caspr2-
encoding gene. Patients’ antibodies reacted with brain and peripheral nerve in a pattern that co-
localized with Caspr2. This reactivity was abrogated after immunoabsorption with Caspr2 and was
absent in tissues from Caspr2-null mice. Of the 8 patients with Caspr2 antibodies, 7 had
encephalopathy or seizures, 5 neuropathy or PNH, and 1 isolated PNH. Three patients had also
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myasthenia gravis, bulbar weakness, or symptoms that initially suggested motor neuron disease.
None of the patients had active cancer; 7 responded to immunotherapy and were healthy or only
mildly disabled at last follow-up (median 8 months, range 6—84).

Interpretation—Caspr2 is an autoantigen of encephalitis and PNH previously attributed to
VGKC antibodies. The occurrence of other autoantibodies may result in a complex syndrome that
at presentation could be mistaken for a motor neuron disorder. Recognition of this disorder is
important because it responds to immunotherapy.

Keywords

autoimmune; encephalitis; seizures; neuromyotonia; peripheral nerve hyperexcitability; VGKC;
Caspr2

Introduction

We recently reported that leucine-rich glioma inactivated 1 (Lgil) is the main autoantigen of
limbic encephalitis previously attributed to VGKC.! In that study we also demonstrated that
neither Lgil nor VGKC are the target antigens in patients with disorders other than limbic
encephalitis who also have antibodies previously attributed to VGKC. A direct
immunoprecipitation technique showed that one of these antigens is contactin-associated
protein-like 2 (Caspr2), but the clinical and immunological associations of these antibodies
were not further examined. Here we describe the index patient whose serum was used to
isolate Caspr2, and examine the clinical and immunological associations in 7 additional
patients with this autoimmunity. We also demonstrate that antibodies to Caspr2 specifically
account for the reactivity of these patients’ CSF or sera against brain and peripheral nerve.

Patients and Methods

The term “antibodies attributed to VGKC” is used in this study to define antibodies
identified by a radioimmunoassay based on the immunoprecipitation of brain protein
complexes containing VGKC labeled with 125]-a-dendrotoxin (12%1-a-dendrotoxin RIA) or
by immunohistochemical methods.2~* Because specific assays show that in patients with
limbic encephalitis and antibodies attributed to VGKC the main target antigen is Lgil, and
because Caspr2 was precipitated with serum of a patient with encephalitis and peripheral
neuropathy,! a goal of the current study was to determine whether patients with encephalitis
or peripheral nerve dysfunction suspected to be related to VGKC antibodies had in fact
Caspr2 antibodies. The term peripheral nerve hyperexcitability (PNH) was used to include
acquired neuromyotonia (Isaacs’ syndrome) or partial manifestations of this disorder such as
cramps and fasciculations without clear evidence of neuromyotonia. The groups of patients
examined to identify the seven additional cases included 49 patients with limbic encephalitis
previously attributed to VGKC antibodies, 18 with acquired peripheral nerve
hyperexcitability (PNH), 15 with encephalitis and atypical antibodies against the neuropil of
hippocampus, and 6 with Morvan’s syndrome. As control samples we used serum or CSF
from 19 patients with other autoimmune encephalitis associated with NMDA (7), AMPA
(6), or GABAB (6) receptor antibodies, 13 patients with Rasmussen’s encephalitis, and 6
patients with viral encephalitis. Additionally, since some disorders with genetic mutations
(e.g., hereditary ataxias) associate with tendency to autoimmunity, and patients with
mutations of CNTNAP2 (the gene that codes for Caspr2) develop symptoms resembling
those of patients with Caspr2 antibodies including, seizures, hyperactivity, encephalopathy®
and sometimes neuromyotonia (discussed later), we examined 21 patients with
polymorphisms or mutations of CNTNAP2 for antibodies to Caspr2. Studies were approved
by the University of Pennsylvania Institutional Review Board.

Ann Neurol. Author manuscript; available in PMC 2012 February 1.
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Immunocytochemistry on Caspr2-expressing cells

To generate a diagnostic cell-based assay, human embryonic kidney 293 cells (HEK293)
were transiently transfected using lipofectamine 2000 (Invitrogen) and a plasmid containing
human Caspr2.1 Patients’ CSF (diluted 1:5) or sera (1:200) and a commercial rabbit
antibody to Caspr2 (1:10,000, Abcam ab93228) were applied to cells, followed by FITC-
conjugated anti-human-1gG (1:1000, Molecular Probes) and TRITC-conjugated anti-rabbit
secondary antibodies (1:1000, Jackson Laboratories). Images of transfected cells were
captured with an epifluorescence microscope using Zeiss Axiovision software (Zeiss,
Thornwood, NY, USA).

Immunohistochemistry on brain and peripheral nerve

Results

Adult rat brains were prepared for immunohistochemical screening. Female Wistar rats
were sacrificed without perfusion, the brains removed and immersed in 4%
paraformaldehyde at 4°C for 1 hour, cryoprotected in 40% sucrose for 24 hours, snap frozen
in chilled isopentane, and sectioned. Caspr2-null mice and their wild-type littermates were
generated and genotyped as reported,’ and the brains were prepared and sectioned as above.
For studies labeling peripheral nerve with patients’ antibodies, unfixed teased rat or mouse
sciatic gerve fibers were prepared as previously described for paraformaldehyde fixed
nerves.

Immunohistochemistry was done using a standard avidin-biotin peroxidase method, using
serum (1:200) or CSF (1:5) on 7 um sagital brain sections followed by the appropriate
secondary antibodies.*

Teased nerve fibers were permeabilized with acetone (—20°C for 10 minutes), washed with
phosphate buffered saline (PBS, 5 minutes x3), blocked with 5% goat serum (1 hour, room
temperature), then incubated with serum (1:200 to 1:4000) or CSF (1:5) and a rabbit
antibody to Caspr2 (Abcam, ab93228; diluted 1:300) overnight at 4°C, followed by FITC-
conjugated anti-human-1gG (1:200, Molecular Probes) and TRITC-conjugated anti-rabbit
secondary antibody (1:300, Jackson Laboratories) for 1 hour at room temperature. An anti-
human-IgM antibody (1:200 Molecular Probes) was used for some experiments to confirm
that patients’ antibodies are of the 1gG type. In some experiments, paranodes were labeled
with a monoclonal antibody to CASPR (1:50) described previously,® followed by a Cy5-
conjugated goat anti-mouse secondary antibody (Jackson Laboratories, 1:200). Images of
peripheral nerve were captured with an epifluorescence microscope using Openlab 3.1.7
software (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Immunoabsorption was carried out with
serial incubations of patient’s CSF in 6 wells containing fixed, permeabilized HEK293 cells
expressing Caspr2 or a control plasmid without an insert. After sequential passes of 1 hour
each, the CSF was applied to brain or peripheral nerve as described above.

Index patient (case #1)

A 68 year-old man was evaluated for seizures and memory difficulties. Over the previous 2
years he had had 3 seizures, consisting of staring and unresponsiveness followed by
generalized tonic-clonic convulsions. Approximately 1 year before evaluation, he developed
progressive memory difficulties. He often repeated himself, and had difficulty learning new
information and recalling names of close acquaintances. He occasionally became lost while
driving in familiar surroundings. Starting 3 years earlier, he had painful hypersensitivity to
warm temperatures affecting his hands and feet that persisted for 2 years and spontaneously
resolved. Twelve months after the onset of seizures, he had low-grade, non-invasive bladder

Ann Neurol. Author manuscript; available in PMC 2012 February 1.
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cancer that was treated with local scraping and cauterization; this has not recurred. He
smoked (40-50 packs/year) and drank approximately 8 alcoholic drinks per week.

His MMSE was 29/30 (missed recall of one item at 5 minutes). He was able to name 12/15
objects on the Boston Naming test. Neuropsychological testing revealed a mild memory
deficit, with difficulties in visuospatial and nonverbal memory. Cranial nerve function,
strength and muscle tone were normal. Sensation of vibration was decreased on the toes, but
sensation of cold, proprioception, and pinprick was intact. Reflexes were 2/5 and
symmetrical. His gait was slightly wide-based, and he had difficulty performing tandem gait.

Brain MRI demonstrated bilateral mesial temporal lobe abnormalities, particularly in the
amygdala, with extension posteriorly through the hippocampus, as well as mild cortical
atrophy. An EEG demonstrated left frontal polar and bitemporal epileptiform discharges but
no electrographic seizures. A lumbar puncture revealed an opening pressure of 156 mm H50,
2 WBC/ul, 0 RBC/ul, protein 44 mg/dl, and glucose 65 mg/dl. CSF cytology and flow
cytometry were negative, and there were no oligoclonal bands. 1251-a-dendrotoxin RIA for
VGKC antibodies in serum was positive (0.19 nmol/L, upper limit of normal 0.02 nmol/L).
CSF PCR was negative for West Nile virus, Tropheryma whipplei, and arboviruses. Serum
vitamin B12 level was normal and the following antibodies were negative: ANA, SSB, ds-
DNA, RNP, Scl 70, and Jo-1. Elevated SSA/Ro antibodies (3 units, upper limit of normal
0.9 units) were noted in serum; complement C3/C4 was within normal limits. Tumor
markers CEA, CA19-9, CA125, alpha-fetoprotein, beta-hCG, and paraneoplastic antibodies
(Hu, Ma2, CRMPS5, amphiphysin, Yo, Ri) were all negative. CT and FDG-PET did not
reveal a neoplasm. Nerve conduction velocities showed no evidence of polyneuropathy, and
needle EMG showed no evidence of PNH.

One month following this evaluation, he presented with a cluster of 3 generalized tonic-
clonic seizures, including one lasting 20 minutes, followed by non-convulsive status
epilepticus. His seizures were controlled with lorazepam, levetiracetam, valproic acid, and
phenytoin. Repeat CSF and brain MRI studies were unchanged. A 5-day course of
methylprednisolone (1 g daily) was initiated, with marked improvement in his cognitive
function. He was slowly tapered from prednisone 60 mg to 40 mg, which led to increased
confusion. Prednisone 60 mg was reinitiated, with some improvement in mental function. In
an effort to decrease his steroid dependence, he was initiated on weekly rituximab for a 4-
week cycle. At the last visit (3 months after rituximab), he was seizure-free for over 6
months and was able to fluently converse, balance a check book, and independently manage
his daily affairs. His chief concern was continuing difficulty recalling events from several
years ago.

Identification of Caspr2 as a target autoantigen

The serum and the CSF from the index case reacted with a neuronal surface antigen
expressed on live, non-permeabilized rat hippocampal neurons (data not shown) that was
precipitated and characterized by mass spectrometry as Caspr2.1 Subsequently, HEK293
cells transfected to express human Caspr2 were used as a diagnostic assay that confirmed
the presence of Caspr2 antibodies in the index patient (Figure 1), and served to identify 7
additional cases among the indicated cohort of patients (Table 1). These 7 patients’ sera did
not react with nontransfected cells, cells transfected with the voltage-gated potassium
channel subunits Kv1.1 and Kv1.4, or cells transfected with LGI1 (data not shown).

Ann Neurol. Author manuscript; available in PMC 2012 February 1.
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Patients’ antibodies react with peripheral nerve and co-localize with the juxtaparanodal
expression of Caspr2

Since Caspr2 is concentrated at the juxtaparanodal region of myelinated axons’ and the sera
of some patients with antibodies previously attributed to VGKC labeled myelinated axons,10
we examined whether patients’ antibodies co-localized with Caspr2 at the juxtaparanodal
region of mouse sciatic nerve fibers. The patients’ serum and CSF, but not those from
controls, robustly stained the juxtaparanodal regions of myelinated fibers in a pattern that
overlapped with that of Caspr2 (Supplementary Figure 1). Patients” antibodies bound to
Caspr2 at the juxtaparanodal region were labeled by a secondary anti-human-1gG antibody
but not a secondary anti-human-IgM antibody, indicating that they are of the IgG type (data
not shown).

Caspr2 is the target autoantigen in brain and nerve

We next used two different approaches to demonstrate that the reactivity of patients’
antibodies with brain and nerve is directed against Caspr2. First, we immunoabsorbed a
patient’s CSF with Caspr2, and found that this specifically abrogated the reactivity of
patient’s antibodies with brain and peripheral nerve (Figure 2). As a further test we
immunostained brains and teased nerve fibers from Caspr2-null mice and their wild-type
littermates. Patients with co-existing antibodies to other antigens (AChR, MuSK, GAD)
were excluded from this analysis (#2 and #4). These studies showed that sera from the
remaining 5 patients immunostained the neuropil of brain in a pattern expected for Caspr2
(Figure 3). Similar experiments with peripheral nerve showed that patients’ sera also labeled
the juxtaparanodes of myelinated peripheral nerve fibers of wild-type mice in a pattern
expected for Caspr2 reactivity (Figure 4). In contrast, these patterns of reactivity were not
seen in Caspr2-null mice, indicating that the immunostaining was due to specific Caspr2
antibodies (Figures 3 and 4). Peripheral nerve fibers of wild-type and Caspr2-null mice were
co-stained with a monoclonal antibody to the paranodal protein CASPR, which is related to
Caspr2.9 CASPR staining did not co-localize with patients’ antibody staining and was
unchanged in Caspr2-null mice, further confirming the specificity of patients’ antibodies for
Caspr2.

Characteristics of patients with Caspr2 antibodies

The clinical characteristics of the patients with Caspr2 antibodies are described in Tables 1
and 2. Five patients had symptoms involving both the CNS (encephalitis, seizures) and PNS
(hyperexcitability, neuropathy, thermal allodynia). Two additional patients had a purely
CNS syndrome. Only one patient (#3) had acquired neuromyotonia without CNS symptoms.
Two patients (#2 and #4) had bulbar weakness consistent with myasthenia gravis, and other
autoantibodies against the skeletal muscle AchR and/or MuSK. One of these patients (#2)
was described in a case report prior to the identification of Caspr2 antibodies.!! Case #7 had
severe progressive bulbar weakness but was not evaluated for myasthenia. A diagnosis of
motor neuron disease was initially considered in these 3 patients (#2, #4, and #7).

Of the 5 patients with CNS symptoms who had brain MRI, 2 had T2 hyperintensities
affecting the medial temporal lobes, 1 developed generalized atrophy, and 2 were normal.
EEG studies of these 5 patients showed focal epileptiform activity in 3, diffuse slowing in 1,
and no abnormality in 1. Of the 5 patients with PNS symptoms who had EMG/NCS studies,
4 had electrophysiological evidence of PNH, and 1 (who only had transient thermal
allodynia) had a normal study.

Six of 7 patients tested for VGKC antibodies using the 1251-a-dendrotoxin RIA had positive
results, although none of them recognized HEK?293 cells transfected with VGKC subunits
(data not shown). None of the patients had a tumor except for past history of low-grade
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bladder cancer in the index case. Seven patients improved with immunotherapy and were
either healthy or only mildly disabled at the last follow-up (median 8 months, range 6—84
months). The patient with poor outcome (# 7) had progressive bulbar weakness, never
received immunotherapy, and was lost to follow-up after 7 years.

Other groups of patients

Among the groups of patients studied, Caspr2 antibodies were not identified in 2 of 6
patients with Morvan’s syndrome, 17 of 18 patients with acquired PNH, and 13 of 15
patients with encephalitis associated with atypical antibodies against the neuropil of
hippocampus. None of the 49 patients with limbic encephalitis and antibodies attributed to
VGKC had Caspr2 antibodies; however they all had Lgil antibodies. Two patients with
PNH and one patient with Morvan’s syndrome without Caspr2 or Lgil antibodies had a
positive 125]-g-dendrotoxin RIA, suggesting they had antibodies against other components
of the VGKC-protein complex.

Discussion

This study demonstrates that Caspr2 is a brain and peripheral nerve autoantigen in a
subgroup of disorders previously attributed to VGKC antibodies, including encephalitis,
peripheral nerve dysfunction, or a combination of both (Morvan’s syndrome). Symptoms
may include cognitive impairment, memory loss, hallucinations, delusions, seizures, PNH,
and axonal sensorimotor neuropathy. The presence of other autoantibodies may result in a
complex syndrome with clinical and electrophysiological features suggesting a motor
neuron disorder. Three different sets of experiments establish Caspr2 as an autoantigen of
these disorders, 1) specific immunostaining of HEK293 cells expressing Caspr2 with serum
or CSF of patients, 2) specific abrogation of patients’ serum or CSF antibody reactivity after
immunoabsorption with Caspr2-expressing cells, and 3) comparative brain and nerve
immunostaining of wild-type and Caspr2-null mice, demonstrating lack of reactivity of
patients’ serum and CSF with Caspr2-null mice.

Caspr2 has a critical role in concentrating VGKCs and other proteins in the juxtaparanodal
region of myelinated axons in both the PNS and the CNS.% 12 One patient with homozygous
deletion of CNTNAP2 (OMIM 604569), the human gene that encodes Caspr2, had history of
seizures and developed over 6 months progressive painful peripheral neuropathy and
neuromyotonia to the point that it interfered with the patient’s gait (K Strauss, unpublished
data). However, knockout mice with disruption of the murine homolog encoding Caspr2’
had normal peripheral nerve conduction, suggesting that in patients with genetic or
autoimmune disruption of Caspr2 the occurrence of peripheral neuropathy may be due to the
involvement of other proteins that interact with Caspr2. Caspr2 is also expressed in the
hippocampus,13 and mutations and polymorphisms of CNTNAP2 have been linked to
schizophrenia, psychosis, intractable focal seizures, autism, mental retardation, and cortical
dysplasia.® 14716 |n this respect, the CNS symptoms of patients with antibodies to Caspr2
recapitulate some of the clinical features of genetic disruption of the gene. In one patient
with mutated CNTNAP2 the resemblance of symptoms with “VGKC-antibody associated
encephalitis” led his neurologist to suspect this disorder (S. Markx, unpublished
observation). Subsequent testing for VGKC antibodies using 12°I-a-dendrotoxin RIA as well
as for Caspr2 antibodies resulted to be negative. We examined 20 additional patients with
CNTNAP2 mutations or polymorphisms and all were negative for Caspr2 antibodies.

Juxtaparanodal immunostaining of peripheral nerve by sera of patients with PNH has been
previously attributed to antibodies against VGKC.10 Our data show that an actual antigenic
target is Caspr2. Other investigators recently confirmed that Lgil is a major CNS target of
VGKC complex-binding autoantibodies, and independently reported the paranodal protein
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Caspr2 as a second antigenic target.1 In clinical practice the diagnosis of patients with
Caspr2 antibodies can be more complicated than that of patients with classical limbic
encephalitis and Lgil antibodies. This is due to the frequent occurrence of Caspr2 with other
autoantibodies resulting in a complex disorder that can manifest with motor weakness,
atrophy, fasciculations, and bulbar symptoms, leading to suspect an irreversible motor
neuron disorder (see pictures and detailed information of case #2 in11). Yet, this patient and
most patients of the current study had dramatic responses to immunotherapy. It has been
suggested that Caspr2 antibodies often occur in association with tumors (mostly thymoma)
but our study shows otherwise.1” Extensive tumor screening, sometimes with a long follow-
up, did not reveal a tumor in most patients, an observation that is emphasized by our referral
pattern that likely favors patients with paraneoplastic disorders.

Our findings help to clarify the perplexing diversity of symptoms in patients previously
diagnosed with VGKC antibodies. We suspect that other components of the Lgil or Caspr2
protein complex may be target antigens in other subgroups of patients pending
characterization. For example, Lgil is a neuronal secreted protein that interacts with pre-
and post-synaptic proteins, organizing a trans-synaptic protein complex with multiple
components.® There are cases of epilepsy or rapidly progressive dementia, different from
limbic encephalitis, reported in association with antibodies to VGKC.19 It is unclear whether
in these cases the target antigen is Lgil, Caspr2, or another cell surface protein. Since only 1
of 18 patients with acquired PNH had Caspr2 antibodies and another 2 had positive 12°]-q-
dendrotoxin RIA, other autoantigens may account for the majority of these cases.

Additional work is required to clarify the pathogenic mechanisms of autoantibodies to
Caspr2, and determine how they may cause central and peripheral nerve dysfunction. Based
upon the response of most patients with Caspr2 antibodies to immunotherapy and what is
known about the direct effects of other cell surface antibodies on the target antigens,20—22
functional disruption of Caspr2, as opposed to neuronal destruction, is a likely mechanism.

Supplementary Material

Refer to Web version on PubMed Central for supplementary material.
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Figure 1. Patients’ antibodies react with cells expressing Caspr2
HEK cells were transiently transfected to express human Caspr2, and labeled with the index
patient’s CSF (A; green) or serum from a different patient (B; green) and a rabbit antibody
to Caspr2 (A, B red), and counterstained with DAPI. Merged images (A, B yellow)

demonstrate the overlap of patients’ antibody staining with Caspr2 expression. CSF (C)
from a control patient did not react with cells expressing Caspr2. Scale bar: 20 um
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Figure 2. Immunoabsorption with Caspr2 abrogates the reactivity of the index patient’s
antibodies with rodent brain and peripheral nerve

Top row: Rat brain sections were immunolabeled with the CSF of the index patient after
immunoabsorption with sham transfected HEK cells (A) or HEK cells transfected to express
Caspr2 (B); scale bar: 300 pm. Bottom rows: Teased mouse sciatic nerve fibers were
immunolabeled with the CSF (green) of the index patient after immunoabsorption with sham
transfected HEK cells (C) or HEK cells transfected to express Caspr2 (D); a rabbit antibody
against Caspr2 (red) labels the endogenous Caspr2. Note that the reactivity of the patient’s
CSF for both brain and teased fibers is abrogated when the CSF is preabsorbed with Caspr2.
Scale bar: 10 um.
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Figure 3. Patients’ antibodies react with wild-type but not Caspr2-null mouse brains

The CSF (A) and serum (B) from 2 different patients with Caspr2 antibodies immunostain
the hippocampus of a wild-type mouse in a pattern identical to that obtained with a rabbit
polyclonal antibody against Caspr2 (C). This staining is not seen in sections from a Caspr2-
null mouse (A-C, columns on the right). The pattern of staining with a CSF from a patient
with limbic encephalitis associated with LGI1 antibodies is subtly different from Caspr2 and
it is not affected using wild-type or Caspr2-null mice (D). The CSF of a control individual
without Caspr2 or LGI1 antibodies does not label either sample (E). Scale bar: 100 um
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Figure 4. Patients’ antibodies label teased fibers from wild-type but not Caspr2-null nerves

The sera (green) of 2 patients with Caspr2 antibodies (A and B) immunolabel the
juxtaparanodes of teased sciatic nerve fibers from wild-type mice in a pattern similar to that
of a rabbit antibody against Caspr2 (red), but different than the paranodal staining seen with
a mouse monoclonal against CASPR (blue). In contrast, neither these patients’ sera nor the
rabbit antibody against Caspr2 label teased sciatic nerve fibers from Caspr2-null mice
(columns on the right). Sera from 2 controls (C and D) do not label teased nerve fibers.
Scale bar is 5 pm.
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