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DESCRIPCION
Trastornos autoinmunitarios neurolégicos

La presente invencion se refiere a trastornos autoinmunitarios, y en particular a métodos de diagnosticar tales
trastornos en mamiferos. La presente invencion también proporciona kits para uso en dicho diagnéstico, y métodos y
composiciones para detectar autoanticuerpos.

Los anticuerpos contra canales de potasio operados por voltaje (VGKC) se asocian con tres sindromes clinicos
principales: neuromiotonia (MNT), sindrome de Morvan (SMo) y encefalitis limbica (EL). NMT describe sindromes de
hiperexcitabilidad de nervios periféricos que producen calambres musculares y rigidez, y algunas veces dolor. El
SMo describe NMT mas -caracteristicas autondémicas, por ejemplo, sudoracion excesiva, estrefiimiento,
irregularidades cardiacas y caracteristicas del sistema nervioso central, particularmente confusion, alucinaciones e
insomnio. La EL asociada con anticuerpos anti-VGKC incluye las caracteristicas restringidas al sistema nervioso
central (SNC) de amnesia, trastornos de la personalidad o psiquiatricos, y convulsiones (epilepsia). Estas afecciones
(particularmente el SMo) se pueden asociar con tumores timicos u otros (carcinoma de pulmon, linfoma, neoplasias
malignas ginecoldgicas) pero la EL asociada a anticuerpo anti-VGKC es principalmente no paraneoplasica. Los tres
sindromes tienen un inicio subagudo y pueden responder a inmunoterapia. Ademas, hay reconocimiento de estos
anticuerpos en algunos pacientes que presentan otros sindromes clinicos tal como epilepsia idiopatica. La mayoria
de los pacientes hasta ahora son adultos, pero se han identificado algunos nifios con estos anticuerpos y EL o
epilepsia. Como ya se ha demostrado in vivo con MNT [1], mucha evidencia apoya un papel patogénico de la
inmunoglobulina G (IgG) en EL y SMo. En primer lugar, los pacientes con frecuencia experimentan una recuperacion
clinica rapida después del intercambio de plasma [2, 3]. En segundo lugar, los titulos del anticuerpo en un paciente
individual se correlacionan bien con alteraciones en el estado clinico [2, 3]. En tercer lugar, la IgG del paciente se
une al hipocampo, la regién anatémica a la que se pueden localizar casi todas las caracteristicas clinicas del SNC
[2-4]. Aproximadamente 500 pacientes con anticuerpos anti-VGKC vy caracteristicas del SNC han sido
diagnosticados en los ultimos 5 afios en el RU (A Vincent, observaciones sin publicar).

Los sueros de pacientes que inmunoprecipitan homogenizado de cerebro de mamifero solubilizado con digitonina
marcado con alfa-dendrotoxina yodada (I"*>-aDTX) se designan como que contienen anticuerpos anti-VGKC [5, 6].
Los canales de potasio operados por voltaje consisten en un numero de familias estructuralmente diferentes de
canales incluyendo el subtipo Kv1 (Shaker). Las subunidades de Kv1 alfa pueden homo- o heterotetramerizar
exclusivamente con otras subunidades de Kv1 para formar canales activos. aDTX se une a canales Kv1.1,1.2y 1.6
que estan todos presentes en tejido cerebral y Kv1.1 y 1.2 se encuentran en nervios periféricos. Estas 3
subunidades pueden tener su funcién y expresion de superficie modulada por Kv1.4 y por KvB1, 2 y 3, donde Kv(32
es el miembro Kv3 mas abundante en tejido cerebral.

Los pacientes con EL y SMo generalmente tienen titulos de anticuerpo anti-VGKC mayores que los pacientes de
MNT. Las dianas antigénicas y efectos funcionales de anticuerpos anti-VGKC en MNT se han estudiado previamente
en detalle y se ha mostrado que la IgG de MNT se une a Kv1 expresados y disminuye las corrientes de Kv1 [5-7]
pero solo un estudio ha examinado los anticuerpos anti-VGKC de EL o SMo [8].

Recientemente, se ha descrito un nimero de proteinas novedosas que interaccionan con Kv1 [9, 10]. La presente
invencion muestra que proteinas del complejo Kv1, por ejemplo, las tres proteinas del complejo de Kv1 CASPR2
(proteina asociada a contactina 2), Lgi1 (gen inactivado de glioma rico en leucina 1), TAG1 (glicoproteina axonal
transitoria 1, también conocida como contactina 2), y no necesariamente las proteinas de Kv1 mismas, son las
dianas para autoanticuerpos de algunos pacientes con EL y SMo.

Segun un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método de diagnosticar un trastorno autoinmunitario
neurologico seleccionado del grupo que comprende encefalitis limbica, sindrome de Morvan, y neuromiotonia en un
mamifero, que comprende el paso de detectar, en una muestra de fluido corporal del mamifero, autoanticuerpos
hacia un epitopo de al menos una proteina del complejo Kv1, en donde la proteina del complejo Kv1 comprende al
menos una de CASPR2 (proteina asociada a contactina 2), Lgi1 (gen inactivado de glioma rico en leucina 1), TAG1
(glicoproteina axonal transitoria 1); en donde el método comprende los pasos de a) poner en contacto el fluido
corporal con la al menos una proteina del complejo Kv1; y b) detectar cualquier complejo autoanticuerpo-antigeno
formado entre la al menos una proteina del complejo Kv1 y autoanticuerpos presentes en el fluido corporal, en
donde la presencia de dicho complejo es indicativa de un trastorno neurolégico autoinmunitario; en donde el
trastorno neurologico autoinmunitario se selecciona del grupo que comprende encefalitis limbica, sindrome de
Morvan y neuromiotonia.

La al menos una proteina del complejo Kv1 puede estar acomplejada/unida con otras proteinas del complejo Kv1, o
la al menos una proteina de Kv1 puede estar separada del complejo Kv1, por ejemplo, no colocalizada, o no
fisicamente wunida al complejo. Los autoanticuerpos se pueden unir a las proteinas normalmente
acomplejadas/unidas incluso cuando no estan en estado acomplejado/unido.
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La proteina del complejo Kv1 puede ser una proteina accesoria esencial o no esencial a Kv1. La proteina del
complejo Kv1 comprende al menos una de CASPR2, Lgi1 y TAG1. En una forma de realizacion, las proteinas del
complejo Kv1 pueden no comprender Kv1.

CASPR2, Lgi1 y TAG1 son proteinas que se ha mostrado que interaccionan o estan fisicamente unidas con Kv1. Por
ejemplo, CASPR2 y Tag1 son necesarias para la localizacion de proteinas de Kv1 en los nédulos de Ranvier.

La proteina del complejo Kv1 puede comprender, o consistir esencialmente en, CASPR2. La proteina del complejo
Kv1 puede comprender, o consistir esencialmente en, Lgi1. La proteina del complejo Kv1 puede comprender, o
consistir esencialmente en, TAG1. La proteina del complejo Kv1 puede comprender, o consistir esencialmente en,
una proteina del complejo Kv1 diferente de CASPR2, Tag1, Lgi1, y Kv1.

Preferiblemente el trastorno neurolégico es encefalitis limbica o sindrome de Morvan, o neuromiotonia. Donde el
trastorno neurologico es encefalitis limbica, la caracteristica dominante del trastorno neuroldgico puede comprender
convulsiones, por ejemplo, epilepsia, 0 amnesia, o trastorno psiquiatrico solo.

Donde el trastorno neurolégico autoinmunitario es sindrome de Morvan y/o neuromiotonia, la proteina del complejo
Kv1 puede comprender CASPR2. Los autoanticuerpos dirigidos contra CASPR2 pueden ser indicativos de, o estar
asociados con, un riesgo aumentado de neoplasias malignas del timo y/o otras neoplasias malignas.

Donde el trastorno neuroldgico autoinmunitario es encefalitis limbica, la proteina del complejo Kv1 puede
comprender Lgi1.

Donde el trastorno neurolégico autoinmunitario es neuromiotonia y/o encefalitis limbica, la proteina del complejo Kv1
puede comprender TAG1.

Donde el trastorno neurolégico autoinmunitario es encefalitis limbica, sindrome de Morvan o neuromiotonia la
proteina del complejo Kv1 puede comprender CASPR2 y TAG1.

Preferiblemente, el método de la invencion comprende ademas los pasos de a) poner en contacto el fluido corporal
con la proteina del complejo Kv1 o un determinante antigénico de la misma; y b) detectar cualquier complejo
anticuerpo-antigeno formado entre proteina del complejo Kv1 o un determinante antigénico de la misma y
anticuerpos presentes en el fluido corporal, en donde la presencia de dicho complejo es indicativa de un trastorno
neurolégico autoinmunitario, preferiblemente de encefalitis limbica, sindrome de Morvan o neuromiotonia.

Preferiblemente, el método de la invencion se realiza en combinacion con una valoracion de sintomas clinicos. La
combinacién del método de la invencidon y un andlisis de los sintomas clinicos se puede usar para determinar el
trastorno neuroldgico especifico que tiene un individuo.

El autoanticuerpo se puede detectar por cualquier técnica de ensayo inmunoldgico, de las cuales muchas se
conocen en la técnica. Los ejemplos de técnicas adecuadas incluyen ELISA, radioinmunoensayo, un ensayo de
competicion, un ensayo de inhibicién, un ensayo en sandwich y similares. En términos generales, tales ensayos
usan un antigeno, que se puede inmovilizar sobre un soporte sélido. Una muestra que se va a ensayar se pone en
contacto con el antigeno y si estan presentes autoanticuerpos especificos para el antigeno en la muestra
reaccionaran inmunoldgicamente con el antigeno para formar complejos de autoanticuerpos y antigeno, que se
pueden detectar después medir cuantitativamente. De forma alternativa, el antigeno se puede expresar en la
superficie o dentro de una célula que se permeabiliza [16]. La deteccidon de los complejos autoanticuerpo-antigeno
se puede llevar a cabo usando un anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina humana, tipicamente anti-IgG, o anti-
IgM humana, que reconoce las caracteristicas generales comunes a todas las IgG o IgM humanas respectivamente.
El anticuerpo secundario habitualmente esta conjugado a una enzima tal como, por ejemplo, peroxidasa de rabano
(HRP), de modo que la deteccion de un complejo autoanticuerpo/antigeno/anticuerpo secundario se logra mediante
la adicion de un sustrato enzimatico y posterior deteccion colorimétrica, quimioluminiscente o fluorescente de los
productos de reaccion enzimaticos, o se puede conjugar a una sefal fluorescente [16]. Preferiblemente el método
usa un anticuerpo secundario que es un anticuerpo anti-lgG etiquetado o marcado. Preferiblemente el anticuerpo
anti-lgG esta marcado con una molécula indicadora. La molécula indicadora puede ser un metal pesado, una
molécula fluorescente o luminiscente, una etiqueta radioactiva o una etiqueta enzimatica. Una etiqueta enzimatica
puede ser HRP.

Preferiblemente la intensidad de la sefal del anticuerpo anti-IgG es indicativa de la cantidad relativa de
autoanticuerpo de la proteina del complejo Kv1 en el fluido corporal cuando se compara con un control positivo o
negativo.

Segun un aspecto adicional, la invencion proporciona un kit de ensayo para diagnosticar, en un mamifero, un
trastorno neurolégico autoinmunitario seleccionado del grupo que comprende encefalitis limbica, sindrome de
Morvan, y neuromiotonia segun el método de la invencién, en donde el kit comprende al menos un epitopo de al
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menos una proteina del complejo Kv1, en donde la proteina del complejo Kv1 comprende al menos una de CASPR2,
Lgi1 y TAGH1, e instrucciones para usar el kit.

Preferiblemente el kit también comprende medios para poner en contacto el al menos un epitopo de al menos una
proteina del complejo Kv1 con una muestra de fluido corporal de un mamifero. Preferiblemente el trastorno
neurolégico es encefalitis limbica, sindrome de Morvan o neuromiotonia.

Un kit segun la invencién puede comprender ademas una solucion estandar para preparar una curva de calibracion.

Se puede proporcionar un autoanticuerpo aislado o purificado especifico para un epitopo de al menos una proteina
del complejo Kv1. Tal anticuerpo puede estar aislado de una muestra de fluido corporal.

Se puede proporcionar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado o purificado especifico para al menos un
autoanticuerpo de proteina del complejo Kv1. Tal anticuerpo se puede usar como un medicamento, o en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno neuroldgico en donde el trastorno neurolégico es
encefalitis limbica, sindrome de Morvan, o neuromiotonia. Tal anticuerpo se puede incluir en una composicién
farmacéutica junto con un soporte, excipiente o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales o policlonales o fragmentos de anticuerpo usando técnicas que
conoce bien el experto en la materia.

También se puede usar un anticuerpo especifico para autoanticuerpos de proteina del complejo Kv1 en un kit
diagndstico para detectar trastornos neurolégicos tal como encefalitis limbica, sindrome de Morvan o neuromiotonia,
o para determinar un riesgo aumentado de tales afecciones.

Un fluido corporal para su uso en cualquier aspecto de la invencién puede comprender plasma, suero, sangre
completa, orina, sudor, linfa, heces, liquido cefalorraquideo, o aspirado de pezén. Preferiblemente el fluido corporal
es suero o plasma.

Segun un aspecto aun adicional, la invencion proporciona un método de identificar compuestos capaces de tratar un
trastorno neuroldgico, seleccionado del grupo que comprende encefalitis limbica, sindrome de Morvan y
neuromiotonia, que comprende los pasos de poner en contacto un compuesto candidato en presencia de al menos
una proteina del complejo Kv1 o un epitopo de la misma y un anticuerpo capaz de unir al menos una proteina del
complejo Kv1, en donde la proteina del complejo Kv1 comprende al menos una de CASPR2, Lgi1 y TAG, y en donde
un compuesto que previene la unién de dicho anticuerpo a al menos una proteina del complejo Kv1 o un epitopo de
la misma es un candidato para tratar trastornos neuroldgicos seleccionados del grupo que comprende encefalitis
limbica, sindrome de Morvan y neuromiotonia.

El experto en la materia apreciara que cualquiera de las caracteristicas preferibles comentadas anteriormente se
puede aplicar a cualquiera de los aspectos de la invencion.

Las formas de realizacion preferidas de la presente invencion se describiran ahora, solamente a modo de ejemplo,
con referencia a las siguientes figuras y ejemplos.

Figura 1 - Sueros de EL o SMo precipitan Kv1 de extracto de corteza de conejo pero no se unen directamente a los
Kv1.

A. Titulaciones de sueros de EL y SMo precipitan altos niveles de Kv1 marcados con I"°-aDTX en homogenizado de
corteza de conejo solubilizado.

B. Anticuerpos anti-Kv1.1, 1.2 y 1.6 (1:500), que se unen a epitopos intracelulares, se unen a células transfectadas
con Kv1.1, 1.2 o 1.6 permeabilizadas. Visualizados con anti-IgG de conejo (1:750; 568 nm). Se observa buena
especificidad de anticuerpos anti-Kv1.

C. Células HEK cotransfectadas con los Kv1 y proteina fluorescente verde mejorada (EGFP) (488 nm). Los sueros
de EL (n = 15) y SMo (n = 6) (1:20) aplicados a células HEK que coexpresan Kv1.1-EGFP no se detectaron unidos a
la superficie usando anti-lgG humana Alexa Fluor (568 nm). No se vio union después de la cotransfeccion de
combinaciones de subunidades de Kv1, incluyendo 1.1, 1.2, 1.4, 1.6 y 2. Sin embargo, un anticuerpo dirigido contra
un epitopo extracelular de Kv1.1 (1:100) se uni6 a células transfectadas con Kv1.1.

Figura 2 - Las corrientes de Kv1 funcionales, sensibles a aDTX no estan afectadas por la aplicacién aguda de IgG
de EL y SMo.

A. Células HEK-293 cotransfectadas con Kv1.1 expresan corrientes sensibles a aDTX.

B. De forma similar, células HEK-293 transfectadas con Kv1.6 expresan corrientes sensibles a aDTX de gran
amplitud; estas corrientes eran de amplitud significativamente mayor que las corrientes mediadas por Kv1.1.

C y D. Las corrientes de Kv1.1 (C) y Kv1.6 (D) no estan afectadas por la aplicacién aguda de sueros control o de
pacientes.

Figura 3 - Las corrientes de Kv1 sensibles a aDTX no estan afectadas por la aplicacion crénica de IgG de EL y SMo.
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A y B: Las corrientes mediadas por Kv1.1 (A) y Kv1.6 (B) sensibles a aDTX no se redujeron significativamente
después de la incubacién con sueros de pacientes 1 dia (p>0,05, ANOVA unifactorial).

C y D: Asimismo, no se observé reduccion significativa en las corrientes mediadas por Kv1.1 (C) y Kv1.6 (D)
después de una incubacioén de 3 dias con sueros de pacientes (p>0,05, ANOVA unifactorial).

Figura 4 - Sueros de pacientes y anti-Kv1 precipitan diferentes cantidades de Kv1 marcados con I'®.aDTX de
extractos de corteza de conejo y los sueros de pacientes no precipitan Kv1 marcados con I'"®-aDTX de extractos de
célula transfectadas.

A. Anticuerpos comerciales anti-Kv1 multiples, titulaciones de sueros de EL (n =5) y SMo (n = 3) con 50.000 cpm de
Kv1 marcados con I'®-aDTX de extracto de corteza de conejo en cada ensayo (n = 3 experimentos). Los valores de
los controles sanos se han restado para qenerar datos especificos.

B. Numero maximo de sitios de union a I'*°>-aDTX precipitados por cada anti-suero de la figura 4A, pronosticado con
hipérbole de un sitio de unién (GraphPad Prism V5).

C. Kv1.1/1.2/1.4/1.6/82 marcadas con I'.aDTX extraidas de células transfectadas no precipitan por sueros de EL o
SMo (5 ul) pero precipitan por anticuerpos anti-Kv1 (5 ul; n = 5 experimentos). La unién no especifica, usando suero
control sano o un anticuerpo anti-raton irrelevante, se ha restado.

Figura 5 - El sitio de unién del suero de EL y SMo se disocia de los complejos de I'*-aDTX. Los anticuerpos contra
CASPR2 coinmunoprecipitan I'*_aDTX de extracto cerebral y se disocian similarmente a los sueros de EL/SMo.

A. La unién de IbgG de EL (n = 5) y SMo (n = 3) a complejos de corteza de conejo solubilizada con digitonina,
marcada con 1'®-aDTX muestra mayor sensibilidad a dodecilsulfato de sodio (SDS) que la unién de IgG anti-
Kv1.1/1.2 (resultados de los 8 sueros combinados).

B. Un anticuerpo anti-CASPR2 precipita el 20% del los sitios de unién totales a | “>-aDTX de homogenizado de
cerebro marcado, similar a lo encontrado con sueros de EL y SMo (figura 4a). Ademas, el anticuerpo anti-Lgl1
precipita > 60% de los sitios de union totales a I"®.aDTX, y el anticuerpo anti-TAG1 preci;5)ita < 10% de los sitios de
union totales a 1'*>-aDTX. Por tanto, una alta proporcién de los sitios de union totales a I'*_aDTX estan en complejo
con Lgi1, y una pequefia proporcion con TAG1.

C. En un experimento similar al mostrado en A, el patrén de disociacion de los anticuerpos contra CASPR2 (media
de 2 experimentos) y de los anticuerpos contra Lgi1 (media de 3 experimentos) son similares al de IgG de pacientes
de EL (n = 5) comparado con la unién de I1gG anti-Kv1.1/1.2.
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Figura 6 - Algunos sueros de EL/SMo se unen directamente al dominio extracelular de CASPR2. La union en
solucién es muy especifica y estos titulos se correlacionan con titulos de inmunoprecipitacion de 2LaDTX.

A. Los sueros de EL y SMo (1:100) se unen al dominio extracelular de CASPR2 expresada (x1000 aumentos).

B. Se incubaron 100 Uf (unidades de fluorescencia) de extracto de CASRP2-EGFP con 5 ul de suero de pacienteg/
se inmunoprecipitd. De los 188 sueros que se sabe inmunoprecipitan homogenizado de cerebro marcado con 1'%
aDTX, 32 (18%) también precipitaron CASPR2-EGFP. Los sueros de pacientes con otras enfermedades
neurolégicas que no precipitan sitios de union a I'®.aDTX, no eran positivos usando el ensayo de
inmunoprecipitacion fluorescente de CASPR2-GFP (FIPA). Estos incluian encefalopatias (EN), timomas, esclerosis
multiple (EM), enfermedad autonémica (AMS) y controles sanos (CS). Estos sueros no precipitaron o se unieron al
dominio extracelular de MuSK-EGFP (figura 6a, panel inferior).

C. Los titulos de FIPA anti-CASPR2 se correlacionan linealmente con los titulos de inmunoprecipitaciéon de
homogenizado de cerebro con I'"”°.aDTX (correlacion de Spearman r?= 0,89, P <0,0001).

D. La inmunoadsorcién de sueros positivos anti-CASPR2 contra el dominio extracelular de CASPR2 obvia la
precipitacion de extracto cerebral con I'5.aDTX*. Sin embargo, la absorciéon contra los dominios extracelulares de
células HEK que expresan Kv1.1-1.2-1.6 no elimina la precipitacion de extracto cerebral con I'"®.aDTX.

Figura 7 - Los anticuerpos contra CASPR2 son de las subclases IgG1 e IgG4 y de alta afinidad. No se unen a
CASPR?2 linealizada en inmunotransferencias.

A. La union de anti-lgG secundarios especificos de subclase a anticuerpos anti-CASPR2 ya unidos a células HEK
que expresan CASPR2-GFP permite la cuantificacién de cantidades relativas de subclases de anticuerpos anti-
CASPR2.

B. Se calcularon analisis de Scatchard de afinidades de anticuerpos titulando el extracto de CASPR2-GFP contra un
volumen no saturante de suero de paciente (n = 5). Se obtuvieron valores de Kd de 1,2 x 10® M (+ desviacion
estandar 0,54 x 108 M).

C. CASPR2 tiene un peso molecular de 180 kDa. El anticuerpo de ratéon anti-CASPR2 detecta una banda de 180
kDa en extracto de CASPR2 (1, rodeado por un circulo), no en extracto de Kv1.1/1.2/1.6 (*). Sueros positivos anti-
CASPR2 demostrados no se unen a una banda consistente en extracto de CASPR2 (1) en inmunotransferencias.

Figura 8 - Unidn de IgG de suero a células HEK transfectadas con TAG1.

A. La unién de anticuerpo comercial a células transfectadas con TAG1 demostrd que se expresaba en la superficie
celular.

B. Ejemplo de la union de IgG de suero de paciente de NMT a la superficie de células TAG1-HEK (positivas para
EGFP). De los 108 sueros ensayados de pacientes con diagndstico clinico confirmado solo 4 se unieron claramente
a TAGH1. Tres de estos eran de pacientes con neuromiotonia.

C. Los sueros control (n = 40) no se unieron.
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Figura 9 - Union de IgG de suero a células HEK transfectadas con Lgi1.

A. Dos ejemplos de union de IgG de suero a células Lgi1-HEK. De los 108 sueros ensayados, 39 se unieron a las
células transfectadas con Lgi1. Los sueros control (otras enfermedades, individuos sanos) no se unieron (n = 70).

B. Sin embargo, la unién no era exclusivamente a las células HEK cotransfectadas con EGFP lo que sugiere que
(como se ha descrito previamente [24, 25]), Lgi1 se secreta al medio y algo de ella se une a la superficie tanto de las
células HEK transfectadas (positivas para EGFP, verdes) como sin transfectar (negativas para EGFP, no verdes).

Figura 10 - Union de IgG de suero con reactividad Lgi1 a células HEK sin transfectar.

A - Medio Lgi1, células HEK sin transfectar incubadas durante 1 hora con sobrenadante de células HEK
transfectadas con Lgi1 se unieron a IgG de suero de paciente previamente identificada como que se une a Lgi1
(figura 9).

B - Medio MUSK, células HEK sin transfectar incubadas durante 1 hora con sobrenadante de células HEK
transfectadas con MuSK no se unieron a las IgG de estos pacientes.

Figura 11 - Se muestran titulos de anticuerpos contra VGKC de ensayos clinicos rutinarios en pacientes con
anticuerpos contra diferentes proteinas del complejo Kv1 de VGKC. Los sueros control precipitan < 100 pM (linea).

Figura 12 - Titulos de anticuerpo contra VGKC en pacientes divididos en diferentes fenotipos clinicos determinado
por los cuestionarios enviados por neurélogos de referencia.

Figura 13 - es una tabla que muestra las caracteristicas clinicas de las muestras de 108 pacientes estudiados.

Figura 14 - es una tabla que muestra las caracteristicas clinicas de los pacientes clasificados por especificidad de
anticuerpo. 36/39 pacientes con anticuerpos contra Lgi1 tienen encefalitis limbica, ninguno tiene neuromiotonia, y
ninguno tiene neoplasias malignas timicas. En contraste, 10/27 pacientes con anticuerpos contra CASPR2 tienen
sindrome de Morvan, 8 tienen neuromiotonia y 10 tienen neoplasias malignas timicas. Por tanto el reconocimiento
de estos dos anticuerpos explica una gran parte de la heterogeneidad clinica asociada con anticuerpos contra
“VGKC".

Resultados
125

Los sueros de EL/SMo inmunoprecipitan
las corrientes de los VGKC Kv1.1y 1.6

I-aDTX-VGKC de extractos de corteza de conejo pero no inhiben

Se identifican sueros de EL/SMo por su capacidad para inmunoprecipitar VGKC marcados con '2_.aDTX de un
extracto con digitonina de corteza cerebral de conejo o humana, como se ilustra para 8 sueros (5 de EL y 3 de SMo)
usados en este estudio (figura 1a). Se determinaron los titulos de los anticuerpos a partir de estos graficos y
variaban entre 2006 y 6412 pM (intervalo normal < 100 pM). Para determinar si los anticuerpos se unian a VGKC
individuales, se expresaron unidades Kv1.1, 1.2 y 1.6 individuales en células HEK. Primero se confirmé que habia
expresion de las subunidades apropiadas usando inmunocitoquimica indirecta con antisueros de conejo anti-Kv1.
Puesto que estos anticuerpos de conejo se unen a epitopos intracelulares, se permeabilizaron las células. Los
anticuerpos mostraron especificidad por su subtipo Kv1 apropiado (figura 1b). Ademas, las células expresaban
algunas de las subunidades de Kv1 en su superficie como se muestra por la inmunotincion extracelular de Kv1.1
(figura 1c) y por medida de sitios de union a ’l-aDTX en las células sin permeabilizar. No obstante, de manera
decepcionante, ninguno de los 21 sueros de EL/SMo que se probaron mostré similarmente unién detectable a
superficie (figura 1c).

Era aun una posibilidad que los sueros tuvieran un efecto sobre la funcion o expresion de los Kv1. Las células HEK
transfectadas demostraron corrientes dependientes de voltaje que se inhibian por aDTX (figura 2a, b). Se incubaron
las células HEK que expresaban Kv1.1 o0 1.6 en sueros (diluidos 1:50-1:1000) y se compararon las corrientes antes y
después de la aplicacion del suero (figura 2c, d). El suero sano no alteré las corrientes de Kv1 cuando se comparé
con medio solo. Aunque habia alguna variabilidad en las corrientes medias registradas, en conjunto no habia efecto
significativo de los sueros de pacientes sobre las corrientes cuando se compararon con incubaciones en sueros
control sanos (ANOVA unifactorial; figura 2c, d).

Algunos anticuerpos no afectaron directamente la funcién de sus antigenos diana, pero causaron un aumento
dependiente del tiempo y la temperatura en la internalizacién con una reduccion en la expresion de superficie [12,
13]. Para ver si los anticuerpos de los pacientes reducian la expresion en la superficie celular a lo largo del tiempo,
se incubaron las células durante 1 o 3 dias a 37°C antes de ensayar las corrientes sensibles a aDTX [12]. Sin
embargo, no hubo efecto sobre las corrientes sensibles a aDTX (figura 3a-d). Por tanto en conjunto, estos resultados
confirmaban la presencia de Kv1 que se unen a aDTX funcionales en la superficie de células HEK pero no pudieron
demostrar que los anticuerpos de los pacientes se unian a las células o afectaban la funcién o nimeros de los
canales.
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Los sueros de EL/SMo no precipitan una subpoblacién de 125

pre0|p|tan .aDTX-VGKC de células HEK transfectadas con Kv

I-aDTX-VGKC de extracto cerebral y no

Para investigar mas, se comparé la inmunoprecipitacion de VGKV marcados con 2. aDTX extraidos de corteza de
conejo por sueros de pacientes con esa por anticuerpos de conejo hacia Kv1.1, 1.2 y 1.6. Se piensa que todos los
sitios de unién a '?°l-aDTX en cerebro de mamifero contienen Kv1.2 [14]. Anti-Kv1.2 inmunoprecipité el 81% de los
50.000 sitios de union maximos a '»°l-aDTX (figura 4a). No se logro precipitacion adicional con la adicion de
anticuerpo contra Kv1.1 o Kv1.6 (datos complementarios, figura 1B). Por tanto, solo el 19% de '*°l-aDTX esta sin
unir a VGKC. En contraste, la precipitacion por anti-Kv1.1, 1.6 y 1.4 alcanzé una meseta en el 51%, 17% y 7%,
respectivamente (figura 4a). Estos datos son consistentes con trabajo previamente sin publicar usando anticuerpos
contra Kv1 alternativos (datos complementarios 1c). Cuando se probaron los sueros individuales de EL/SMo en el
mismo ensayo, sin embargo, consistentemente inmunoprecipitaban menos de las cuentas maximas de "®1-aDTX
incluso con exceso de suero (figura 4a). Aunque los valores de la meseta no eran idénticos para cada suero (figura
1a), el valor medio era el 32% (intervalo 23-43%) del maximo para todos los sueros de EL/SMo probados (figura 4b).

Estos datos sugieren que los sueros se podrian unir a subpoblaciones de canales marcados con aDTX. Para
explorar mas, se expresaron las subunidades Kv1.1, 1.2, 1.4, 1.6 y B2, tanto individualmente como juntas en células
HEK, y se extrajeron las células en digitonina al 2%, de una manera idéntica a la usada para la preparacion de
extracto de corteza de conejo. El extracto se marcé con "®l-aDTX y se probd para inmunoprecipitacion por los anti-
Kv y los sueros de EL/SMo. Los resultados de los anticuerpos de conejo individuales fueron similares a los
encontrados con el extracto de corteza de conejo pero no hubo precipitaciéon por los sueros de EL/SMo (figura 4c).
Por tanto estos resultados llevaron a concluir que los anticuerpos de EL/SMo no se unen directamente a las
subunidades de Kv1 homoméricas o heteroméricas.

EL/SMo se une a una proteina en complejo con Kv1

Una explicacion para estos descubrimientos era que los anticuerpos de EL/SMo se unen a una proteina que se
asocia con los Kv1 en los extractos de corteza de conejo pero no presente en las celulas HEK transfectadas. Para
probar esta hipdtesis, se trataron los extractos de corteza de conejo marcados con '®I-aDTX con concentraciones
crecientes de dodecilsulfato de sodio (SDS) y se realizaron inmunoprecipitaciones con anticuerpos de conejo anti-
Kv1 y los sueros de EL/SMo. Los resultados demostraron una disociacion entre la unién de los anticuerpos de los
pacientes y de los anticuerpos contra Kv1.1 y 1.2 a los complejos unidos a aDTX (figura 5a), siendo el primero
mucho mas sensible al tratamiento con SDS.

Hay varias proteinas que previamente se ha descrito que se asocian con los Kv1 o los sitios de uniéon a DTX en
extractos de cerebro, incluyendo el gen inactivado de glioma rico en leucina 1 (Lgi1), proteina asociada a contactina
2 (CASPR2), glicoproteina axonal transitoria 1 (TAG1) y miembros de densidad postsinaptica (PSD) [9, 10, 15].
Cuando se probaron los anticuerpos contra estas proteinas, anti-Lgi1 inmunoprecipité el 61% de los sitios de unién a
aDTX y TAG1 inmunoprecipité aproximadamente el 5%. Sin embargo, los anticuerpos anti-CASPR2 demostraron
reactividad muy similar a la de los sueros de EL/SMo tanto en la proporcién de sitios de union a aDTX precipitados
del extracto de conejo (figura 5b) como en la sensibilidad a concentraciones crecientes de SDS (figura 5c). Estos
descubrimientos indican que una proporcion significativa de los VGKC marcados con aDTX en el extracto de corteza
de conejo estan asociados con CASPR2, y sugiere que los anticuerpos de EL/SMo pueden estar uniéndose
directamente a CASPR2. De forma similar, la precipitaciéon por anticuerpos contra Lgi1 demostré sensibilidad a SDS
mayor que la de los anticuerpos especificos de Kv1 (figura 5c), lo que sugiere que esta proteina también es una
diana potencial para los anticuerpos de EL/SMo.

Algunos anticuerpos de suero de EL/SMo se unen a CASPR2

Para preguntar directamente si los anticuerpos de EL/SMo se unian a CASPR2, se expres6 CASPR2 humana de
longitud completa en células HEK, después de etiquetar la proteina introduciendo EGFP en el extremo C intracelular.
Muchos sueros de EL/SMo se unieron a la superficie de estas células y no a la superficie de células transfectadas
con el vector solo (figura 6a). La ventaja de usar CASPR2 etiquetada con EGFP es que puede proporcionar un
método rapido para medir los anticuerpos en suero cuantitativamente en solucion (como en Waters et al., para
anticuerpos contra acuaporina-4 [169 Se probaron 188 sueros, que precipitan mas que valores control de extracto
de corteza de conejo marcado con °l-aDTX, para su capacidad para inmunoprecipitar EGFP-CASPR2 midiendo la
fluorescencia verde en los precipitados (figura 6b). El suero de individuos sanos o esos con otras enfermedades
neurolégicas no precipitd fluorescencia apreciable, y se establecié un valor de 10 UF como un limite. En general el
18% de los sueros de EL/SMo eran positivos con valores que variaban entre 12 y 100 UF precipitadas por cada
suero. Estos sueros se unian todos al dominio extracelular de CASPR2 (figura 6a). En la poblacién de pacientes que
eran positivos para este anticuerpo, habia una correlacién muy estrecha entre unién a VGKC en extractos de corteza
de conejo y unién directa a CASPR2 (figura 6c¢). Para confirmar ademas la especificidad de los anticuerpos, se
preabsorbieron los sueros con células HEK que expresaban CASPR2. Esto suprimié la |nmunopreC|p|taC|on de
CASPR2 de los extractos de CASPR2-EGFP, y también suprimié la inmunoprecipitacion de "®1-aDTX-VGKC del
extracto de corteza de conejo (figura 6d).
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Caracteristicas de los anticuerpos anti-CASPR2

Muchos autoanticuerpos patogénicos son IgG de alta afinidad, que activan el complemento y dependientes de
conformacién. La inmunotincién de células HEK que expresan CASPR2-EGFP con anticuerpos secundarios
especificos de isotipo permitié la determinacion de la abundancia relativa de las subclases de las IgG de CASPR2
(figura 7a). La mayoria de los anticuerpos contra CASPR2 eran de las subclases IgG1 e IgG4 con poca IgG2 y casi
ninguna IgG3. También se probaron cantidades limitantes de sueros de pacientes individuales para la unién a
diferentes concentraciones de CASPR2-EGFP y se analizaron los resultados por graficos de Scatchard. Se
analizaron cinco pacientes que dieron una Kd media de 1,2 +/- 0,54 x 108 M (DE; figura 7b). Usando
inmunotransferencia, un anticuerpo anti-CASPR2 comercial identificé una banda fuerte a 180 kDa en los extractos
de células transfectadas con CASPR2 pero los diez pacientes positivos para anticuerpos contra CASPR2 probados
no se unieron a esta banda lo que sugiere que los anticuerpos contra CASPR2 se unen a epitopos de conformacion
que no estan presente en extractos con CASPR2 desnaturalizada (figura 7 c).

Unos pocos sueros positivos para anticuerpos contra VGKC se unen a TAG1

Inicialmente no se probaron muchos sueros para unién a TAG1 porque los anticuerpos anti-TAG1 solo
inmunoprecipitaron < 10% de los sitios de union a "°I-aDTX de extractos cerebrales (figura 5B). La figura 8A
muestra que células HEK transfectadas con TAG1 tienen TAG1 en su superficie como se demuestra por la unién de
un anti-TAG1 de conejo. La union de IgG de dos sueros de pacientes se muestra en la figura 8B. Las sueros se
unen a la superficie extracelular de células transfectadas (cotransfectadas con EGFP) con TAG1 sin permeabilizar.
Se encontraron anticuerpos de uniéon a TAG1 en cuatro sueros de los 108 probados.

Una alta proporcion de sueros de EL/SMo se une a Lgi1

Se encontré union de IgG de suero a células transfectadas con Lgi1 en una alta proporcion de sueros (véase
posteriormente). Sin embargo, la unidon no era solo a la superficie de células HEK cotransfectadas con EGFP
(positivas para EGFP, figura 9A), sino también detectada alrededor de células que no estaban transfectadas (figura
9B). Parece posible que Lgi1 se secretara al medio y después se uniera a la superficie de todas las células HEK, ya
que esto se ha descrito previamente [24, 25, como anteriormente].

Para ver si este era el caso, se cogioé sobrenadante de células transfectadas con Lgi1 y se incub6 con células HEK
sin transfectar durante 1 hora a temperatura ambiente. Estas células no transfectadas se probaron después para
Lgi1 unida buscando la unién de IgG de los sueros con reactividad a Lgi1 (es decir como en la figura 9A). El
sobrenadante de células HEK transfectadas con Lgi1 (figura 10A), pero no de células que expresan otros antigenos,
por ejemplo, MuSK (figura 10B), fue capaz de transferir Lgi1 a la superficie de las células HEK donde se unio por la
IgG de suero de pacientes positivos para Lgi1. Esto confirma y extiende una observacion previa de que Lgi1 se
secreta y se puede adherir a la superficie celular de células PC12 en cultivo (por ejemplo, [24, 25]).

Correlaciones clinicas de anticuerpos contra CASPR2, TAG1 y Lgl1

Para establecer la relevancia clinica de estos descubrimientos, se probaron 108 sueros de pacientes con
anticuerpos contra VGKC para la unién a células HEK que expresaban los tres antigenos. Estas muestras incluian
88 enviados para analisis rutinario con altos anticuerpos para VGKC (> 400 pM) que se esperaba que incluyeran
principalmente pacientes con enfermedad del SNC (EL o Morvan), y 20 sueros adicionales (13 de pacientes con
neuromiotonia y 7 de sindrome de Morvan). Estos se seleccionaron de nuestros archivos porque el sindrome de
Morvan es rato, y porque los pacientes de neuromiotonia tipicamente tienen bajos niveles de anticuerpos que se
unen a '®l-aDTX-VGKC y habrian estado subrepresentados en los pacientes de titulo alto.

Los titulos de anticuerpo contra VGKC asociados con los tres anticuerpos diferentes se muestran en la figura 11.
Esto muestra que los titulos son los mas altos en los pacientes positivos para Lgi1, moderados en pacientes
positivos para CASPR2 y bajos en los pacientes positivos para TAG1, incluyendo un suero que era <100 pM por
inmunoprecipitacion de 2. aDTX-VGKC.

Se obtuvo informacién clinica de los neurdlogos de referencia, principalmente de cuestionarios detallados
(aprobacién del Comité de Etica de Investigacién de Oxford A, 07/Q160X/28). 65 de los pacientes tenian encefalitis
limbica (seis de los cuales tenian epilepsia como una caracteristica principal), 12 tenian sindrome de Morvan, 25
tenian neuromiotonia y solo seis tenian epilepsia, distonia o sindromes de sobresalto que no encajaban
directamente en esas clasificaciones. Estos pacientes representan bien el espectro conocido de trastornos
asociados con anticuerpos contra VGKC. La distribucion de titulos de anticuerpos contra VGKC de los diferentes
subgrupos de pacientes se muestra en la figura 12. Como se esperaba de datos previos sobre pacientes
individuales, eran los mas altos en encefalitis limbica, menores en sindrome de Morvan y los mas bajos en
neuromiotonia. El dltimo grupo incluia ocho que eran negativos para anticuerpos contra VGKC en analisis rutinarios.
La figura 13 muestra los sindromes clinicos, los nUmeros de pacientes en cada grupo, los nimeros con evidencia de
tumores no timicos (estos eran variables, y solo dos eran clinicamente activos en el momento de la derivacion de la
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muestra) y los nimeros con neoplasias malignas timicas, que son el tnico tipo de tumor frecuentemente asociado
con anticuerpos contra VGKC [5].

La figura 14 muestra los pacientes asociados con cada uno de los tres anticuerpos diferentes. Sorprendentemente,
los anticuerpos contra Lgi1 se encontraban casi exclusivamente en pacientes con encefalitis limbica - solo tres de 39
sueros positivos para Lgi1 eran de pacientes con otros sindromes - y de forma importante no se encontraron en
pacientes con neoplasias malignas timicas. En contraste, los anticuerpos contra CASPR2 se encontraron en 10 a los
12 pacientes con sindrome de Morvan y en 10/11 de los pacientes con neoplasias malignas timicas. Ademas, los
anticuerpos contra CASPR2 también se encontraron en 8 de los 25 pacientes con neuromiotonia. Los anticuerpos
contra TAG1 solo se encontraron en cuatro pacientes, pero tres de estos tenian neuromiotonia, uno de los cuales
era negativo para anticuerpos contra VGKC; el otro paciente positivo para TAG1 tenia encefalitis limbica.

Discusion

Se describe CASPR2 como una novedosa diana de autoanticuerpo en pacientes que previamente se creia que
tenian anticuerpos dirigidos contra canales de potasio de tipo Kv1 expresados en el sistema nervioso central.
Ademas, se muestra que una alta proporcion de otros pacientes tenian anticuerpos contra Lgi1 y unos pocos tenian
anticuerpos contra TAG1 incluyendo un paciente que era negativo para anticuerpos contra VGKC. La presencia de
estos anticuerpos se correlaciona con diferentes caracteristicas clinicas de los pacientes y, por primera vez, estos
resultados demuestran que los diferentes fenotipos clinicos es probable que dependan de la presencia de
anticuerpos especificos que se dirigen a diferentes proteinas del complejo Kv1 de los VGKC en el sistema nervioso.
Los anticuerpos que se definen aqui representan el 65% de las muestras positivas para anticuerpos contra VGKC.
Mejoras adicionales en los ensayos de deteccion de anticuerpos pueden aumentar este porcentaje.

aDTX marca Kv1.1, 1.2 y 1.6, las subunidades de Kv1 mas abundantes en cerebro de mamifero. Se ha asumido que
la observacion de que las IgG de EL y SMo inmunoprecipitan proteinas cerebrales marcadas con aDTX indica union
directa de las IgG de EL y SMo a proteinas de Kv1. La inmunohistoquimica de tejido cerebral ha apoyado esta
hipétesis mostrando colocalizacion de Kv1.2, en particular, con sueros de pacientes [4], [3], [17]. Ademas, un estudio
ha mostrado la unién de las IgG de EL y SMo a los Kv1 expresados en un linea celular de mamifero heteréloga [8].
Sin embargo, la ‘preferencia’ de los sueros de EL o SMo por un subtipo de Kv1 particular falla al explicar por qué
pacientes con anticuerpos anti-Kv1 periféricamente generados, solo pueden mostrar un fenotipo en el sistema
nervioso central.

Funcionalmente, la transferencia pasiva de IgG de pacientes con NMT crea cambios electrofisioldgicos consistentes
con hiperexcitabilidad neuronal secundaria a disfunciéon de canales de potasio [1]. De forma similar, pacientes con
EL y SMo muestran caracteristicas de hiperexcitabilidad neuronal tal como convulsiones, neuromiotonia y pérdida
neuronal [2], [18] y pacientes con mutaciones en Kv1.1 y ratones deficientes en Kv1.1 desarrollan convulsiones [19],
[20]. Estas evidencias han hecho las subunidades de Kv1 las dianas antigénicas mas probables de las IgG de EL y
SMo. Sin embargo, ninguin enfoque a nivel molecular ha confirmado convincentemente esta hipétesis.

Si las IgG de EL o SMo se unieran a Kv1.1, se esperaria que precipitara la misma cantidad de 2_aDTX que un
anticuerpo anti-Kv1.1. Aunque los datos para precipitaciones con anti-kv1.1, 1.2, 1.4 y 1.6 son muy similares a
estudios previos [14, 21], las IgG de EL y SMo precipitan una subpoblacién de los Kv1, no una cantidad similar a
cualquier anticuerpo anti-Kv1 individual. Esto sugiere que se unen a ninguna de las proteinas de Kv1.

Kv1 tetrameriza para formar canales funcionales, sensibles a aDTX en la superficie de células HEK. Sin embargo, ni
se pudo detectar supresion de corrientes ni unién a superficie determinada por inmunofluorescencia después de la
exposicion a las IgG de EL o SMo. Para excluir la posibilidad de que las IgG se unan al dominio intracelular de los
Kv1, se solubilizaron las células en condiciones que se pretende que mimeticen el ensayo diagnodstico y extraer
heterémeros de las subunidades de Kv1 similares a las presentes en nuestro tejido cerebral. Usando este
paradigma, fuimos incapaces de demostrar que las IgG de EL o SMo precipitara Kv1 marcados con 2 _aDTX. Por
tanto, aunque la disfuncion de Kv1 puede ser la correlacion molecular de los fenotipos de EL y SMo, y las IgG de EL
y SMo precipitan cuentas de homogenizado de cerebro de mamifero marcado con '%_aDTX, no lo hacen uniéndose
directamente a las proteinas de Kv1. Por tanto, es probable que coprecipiten otra proteina en complejo con Kv1 en
tejido cerebral, que no esta presente en células HEK que expresan Kv1. Esta hipotesis se reforzé por las diferentes
sensibilidades a SDS de los antigenos Kv1.1/1.2 y EL/SMo y especificamente progorcioné evidencia de que se
unian a una proteina separada, mas periférica en los complejos cerebrales unidos a '"ZLaDTX.

CASPR2 es una molécula que coprecipita con Kv1 con un dominio extracelular grande [9]. Ademas, el patron de
disociacion de CASPR2 de los complejos de aDTX era similar al de los pacientes de EL y SMo. Un FIPA que usa
CASPR2-EGFP solubilizada produjo valores positivos en 32 (18%) de los pacientes positivos en el ensayo
diagndstico. Los anticuerpos anti-CASPR2 estaban ausentes en pacientes con enfermedades del sistema nervioso
central, disfuncién autonémica o timomas, que fueron negativos en el ensayo diagndstico en los sueros estudiados.
Todas las IgG anti-CASPR2 unian un epitopo en el dominio extracelular de CASPR2. Estas IgG no reconocian
CASPR?2 linealizada en inmunotransferencias, lo que sugiere que se unen a un epitopo conformacional disponible en
CASPR2 expresada en mamiferos. Los anticuerpos anti-CASPR2 eran predominantemente de las subclases IgG1 y
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4. La subclase IgG1 sugiere un posible papel para la fijacién del complemento en la patogénesis de enfermedades
asociadas con anticuerpos anti-CASPR2. Estos anticuerpos eran de alta afinidad, similares a los encontrados en
otras enfermedades neurolégicas. La ausencia de anticuerpos detectables en el ensayo diagndstico después de la
inmunoadsorcion de anticuerpos contra CASPR2 y la asociacion lineal entre titulos de anti-CASPR2 vy titulos del
ensayo diagndstico sugiere fuertemente que estos anti-CASPR2 son algunos de los anticuerpos previamente
denominados como anticuerpos contra canales de potasio operados por voltaje.

La expresion unicamente neural de CASPR2 asegura que una patologia mediada por anticuerpo solo se produce en
la superficie de las neuronas. Esto es consistente con las caracteristicas clinicas observadas en pacientes de EL y
SMo. Los ratones deficientes en CASPR2 y TAG1 muestran una distribucion difusa de Kv1 a lo largo de sus axones,
en contraste con los Kv1 agrupados yuxtaparanodales vistos en neuronas de tipo salvaje [22]. De forma similar,
tejido cerebral de seres humanos que tienen truncamientos C-terminales de CASPR2 mostraron expresion de Kv1
mas difusa que la vista en cerebro control. Estos pacientes desarrollaron convulsiones, deterioro cognitivo y reflejos
profundos ausentes [23]. Dada la distribucion en el sistema nervioso central y periférico de CASPR2, este modelo
genético es analogo a nuestros descubrimientos de la sobrerrepresentacion de SMo en pacientes positivos para
anti-CASPR2.

Los anticuerpos anti-CASPR2 pueden producir dispersion similar de los Kv1 previamente agrupados, por tres
mecanismos principales: i) fijacion del complemento y dafio tisular focal, ii) estimulacién directa o bloqueo de su
proteina diana, y iii) internalizacion del antigeno diana. Los mas probable es que los anticuerpos anti-CASPR2
medien su accion a través de i) y iii). El numero reducido de Kv1 puede crear una membrana relativamente
despolarizada, hiperexcitable.

Consideraciones similares aplican a los anticuerpos dirigidos contra Lgi1 y TAG1. Lgi1 se expresa principalmente en
el sistema nervioso central, y de particular interés en regiones que no expresan CASPR2, tal como la capa de fibras
musgosas del hipocampo; esto puede explicar por qué los pacientes con estos anticuerpos predominantemente
muestran encefalitis limbica que se asocia con alta sefial de IRM del I6bulo temporal y epilepsia del I6bulo temporal
[2]. Ademas, se encontraron mutaciones en el gen que codifica Igi1 en familias con epilepsia del I6bulo temporal
lateral [28] que muestran ninguna disfuncion de nervios periféricos. En contraste TAG1 se expresa con Kv1.1 y
Kv1.2 y CASPR2 en los nodulos de Ranvier donde podria proporcionar una diana para anticuerpos en pacientes con
neuromiotonia y ratones deficientes en Tag1 demuestran dispersion de proteinas de Kv1 previamente agrupadas en
los yuxtaparanddulos del SNC y SNP [22, 27]. En conjunto estos descubrimientos proporcionan un nuevo
entendimiento principal de la heterogeneidad clinica asociada con anticuerpos anti-“VGKC” y proporcionara
identificacion y clasificacion mucho mas precisa de los pacientes en el futuro. Los ensayos basados en células que
se usan aqui son con frecuencia mas sensibles que los ensayos que dependen en la inmunoprecipitacion del
antigeno etiquetado de una solucién (por ejemplo, [11, 16]). Por ejemplo, en una cohorte adicional de 14 pacientes
con neuromiotonia, se encontraron anticuerpos contra CASPR2 y TAG1 en 5 que eran negativos para anticuerpos
contra VGKC por el ensayo de inmunoprecipitacion. Por tanto, la identificacion de estas dianas, y el desarrollo de los
ensayos, deben no solo explicar las diferencias fenotipicas sino mejorar el diagnoéstico.

Métodos
Material clinico

Las muestras de suero se han almacenado a -20°C. Los médicos proporcionaron detalles clinicos para subclasificar
pacientes. Los sueros de EL se clasificaron con esos con amnesia y convulsiones sin neuromiotonia. Los sueros de
SMo tenian caracteristicas del sistema nervioso central mas caracteristicas autondmicas y neuromiotonia. Los
controles incluian pacientes con timomas (n = 9), enfermedad autonémica de inicio subagudo (n = 34), esclerosis
mdltiple (n = 14), encefalopatias que no precipitan '»l-aDTX (n = 50) y controles sanos (n = 10). Se seleccionaron
88 sueros de los sueros con titulos de anticuerpos contra VGKC de moderados a altos (todos > 400 pM),
independientemente de cualquier fenotipo clinico conocido. Para obtener informacion clinica detallada, se enviaron
cuestionarios a los neurdlogos de referencia y la informacion se recopilé en una base de datos (aprobacion del
Comité de Etica de Investigacion de Oxford A, 07/Q160X/28). Esto permitié distinguir los tres fenotipos clinicos
principales. Seis de los pacientes no encajaban bien en estas categorias: cuatro tenian epilepsia solo, uno tenia
distonia con sobresalto excesivo, y uno tenia sobresaltos excesivos solo. Se afiadieron 20 sueros adicionales de
pacientes con sindrome de Morvan (n = 7) o neuromiotonia (n = 13) conocidos para aumentar el nimero de estos
pacientes para la confirmacion de los descubrimientos y los analisis estadisticos.

Radioinmunoprecipitacion de VGKC extraidos de corteza de conejo

Se extrajeron complejos VGKC de membranas corticales de conejo solubilizadas usando digitonina al 2%
(Calbiochem, EE UU) en tampon DTX (NaCl 100 mM, Tris 20 mM, KCI 5 mM ajustado a pH 7,12) a 37°C durante 20
mlnutos Los sobrenadantes se diluyeron 1:2 con PTX (tampdn fosfato 0,02 M y Triton X100 al 0,1%) y se incubaron
con 1'"®-aDTX (Perkin Elmer, EE UU). Este extracto se diluyo con PTX hasta 1 millén de cuentas por minuto (cpm)
por ml. Para experimentos de disociacion, se afiadié dodecilsulfato de sodio (SDS) al extracto marcado con 1"

aDTX durante 2 horas a temperatura ambiente. Se incubaron 50 ul de extracto marcado con I'"®-aDTX con suero o
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anticuerpos comerciales (llevados hasta 50 ul con PTX) durante la noche a 4°C. Se afiadieron anticuerpos
secundarios (anti-lgG humana (The Binding Site, RU) o anti-IgG de cabra (Jackson Immunoresearch Laboratories
Inc, EE UU)) a 10 ul/1 ul de suero durante 90 minutos a temperatura ambiente. Los precipitados se centrifugaron en
0,5 ml de PTX y los precipitados resultantes se lavaron dos veces en PTX y se leyeron en un contador gamma
(Cobra2, Perkin Elmer). Cuando se expresan como cpm especificas, los resultados tienen restados los datos del
control sano.

Construcciones de plasmidos

Se clonaron los ADNc que codifican Kv1.1, 1.2, 1.4, 1.6 y B2 humanas de longitud completa en pcDNAS3.1-hygro
(Invitrogen Ltd, CA, EE UU). La construccion MuSK humana de longitud completa-GFP se ha descrito previamente
[2]. El vector pCR4-TOPO que contenia el ADNc para CASPR2 (IMAGE: 7939625 de geneservice Cambridge,
Inglaterra) se digiri6 con EcoRI. El fragmento se subcloné en pcDN3.1 (+) (Invitrogen, RU) para dar CASPR2 sin
etiqgueta que se expresd en células de mamiferos. Para etiquetar CASPR2 con EGFP, el plasmido pcDN3.1 (+)-
CASPR2 se digirié con Xhol y Xmal. El fragmento se subclon6é en pEGFP-N1 (Clontech Laboratories, CA, EE UU).

Para Lgi1 humana, el ADNc se compré se Geneservice Ltd., y se amplificd por PCR con los siguientes cebadores;

FPIlgilpcdna: GATCGCTAGCCCACCATGGAATCAGAAAGAAGCAAAAGG Nhel
RPIgilpcdna: GATCCTCGAGTCATGCGCTTAAGTCAACTATGACATG Xhol

El producto purificado se subcloné en pGEM-Teasy. Este clon y el plasmido pcDNA3.1(+) de Clontech se digirieron
con Nhel y Xhol. Los fragmentos se ligaron; la construccion se purifico y verificé por secuenciacion.

FPlgilpcdna: GATCGCTAGCCCACCATGGAATCAGAAAGAAGCAAAAGG Nhel
RPIgilpcdna: GATCCTCGAGTCATGCGCTTAAGTCAACTATGACATG Xhol

El ADNc de TAG1 humana se obtuvo como un regalo del Dr. D Karagogeos (Universidad de Creta; véase [27]).
Transfeccion y cultivo de células de rifién embrionario humano

Las células HEK293 se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero
fetal del ternera (SFT, TCS Cellworks Ltd, Buckingham, RU) al 10% y 100 unidades/ml de cada una de penicilina G y
estreptomicina (Invitrogen, CA, EE UU) a 37°C en una atmosfera de CO; al 5%. Las células se hicieron crecer en
placas de cultivo de 6 pocillos para experimentos de inmunoadsorcion y unién de toxina, en cubreobjetos de vidrio
de 13 mm colocados en placas de cultivo de 6 pocillos para microscopia y en botellas de 175 cm? para extraccion
de proteinas. Usando polietilenimina (PEI), las células se contransfectaron transitoriamente con ADNc de Kv1.1, 1.2,
1.4, 1.6, B2, EGFP (proteina fluorescente verde mejorada), MuSK-EGFP, CASPR2-EGFP, Lgi1 o TAG1. La
expresion de EGFP se visualizé usando un microscopio fluorescente Axion 200 invertido de Zeiss.

Inmunocitoquimica

Se realizé la tincion inmunofluorescente de las células HEK 48 horas después de la transfeccion. Los cubreobjetos
se transfirieron a placas de cultivo de 24 pocillos y se incubaron con anticuerpo de ratdén anti-dominio extracelular de
Kv1.1 (1:100, un regalo del Dr. J Trimmer, California) o sueros de pacientes (1:20-100) diluidos en DMEM-acido N-
(2-hidroxietil)piperacina-N’-(2-etanosulfénico) (HEPES) con seroalbumina bovina (BSA) al 1% a temperatura
ambiente (TA) durante 1 hora. Las células se lavaron posteriormente 3 veces en tapén DMEM-HEPES vy se fijaron
con formaldehido al 3% en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a temperatura ambiente durante 15
minutos. Las células se lavaron como antes y se marcaron durante 45 minutos a temperatura ambiente con: (i)
anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 568 anti-IgG de ratéon o anti-lgG humana (Invitrogen-Molecular
probes, Paisley, RU) a 1:750 en tampén BSA al 1%-DMEM-HEPES o (ii) anti-lgG1, 2, 3 o 4 humana de ratén
(Binding Site, Birmingham, RU) a 1:50 en tampoén BSA al 1%-DMEM-HEPES y posteriormente anticuerpo de cabra
conjugado a Alexa Fluor 568 anti-IgG especifico de isotipo de ratén (Invitrogen-Molecular probes, Paisley, RU). Para
la permeabilizacion celular, las célula se incubaron inicialmente con fijador (como anteriormente) y posteriormente
todas las soluciones contenian TritonX100 al 0,1%.

Los anticuerpos de conejo anti-Kv1.1/1.2 y 1.6 (1:500, Alamone, Israel) se visualizaron con un anticuerpo secundario
conjugado a Alexa Fluor 568 anti-lgG de conejo (Invitrogen-Molecular Probes, Paisley, RU). Las células se lavaron
posteriormente 3 veces en PBS y se montaron en cubreobjetos en medio de montaje fluorescente (DakoCytomation,
Cambridge, RU) con DAPI (dicloruro de 4’,6’-diamidino-2-fenilindol, 1:1000). Se visualizaron usando un microscopio
de fluorescencia con un sistema de imagenologia digital Macprobe v4.3. Para el andlisis de subclases, todas las
preparaciones se examinaron por 3 observadores con enmascaramiento usando un sistema de puntuacién de 0 a 4
como se validado previamente [11]. Para TAG1 y Lgi1 se us6 anti TAG1 de ratén (IgG1) comprado del banco de
hidridoma de estudios de desarrollo para fines académicos (‘3.1C12’ de http://dshb.biology.uiowa.edu/), y anti Lgi1
de cabra, C19 (sc-9583) y N18 (sc-9581) comprados de Santa Cruz Biotecnology Inc.
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Electrofisiologia

Se transfectaron células HEK-293 con Kv1.1 y GFP o Kv1.6 y GFP (como anteriormente) y se plaquearon
directamente en cubreobjetos de vidrio para registros de pinzamiento zonal de célula entera. Los registros del
pinzamiento de voltaje de las células se hicieron en un bafio estacionario (volumen de 1 ml) de tampdn externo que
contenia (en mM): NaCl 145, KCI 6, MgCl, 1, HEPES 10, CaCl; 2, y glucosa 5; pH 7,4 con NaOH. Se prepararon
pipetas de registro de ~2,5 MQ de vidrio capilar de borosilicato (Harvard Apparatus), y se cargaron con solucion
intracelular estandar que contenia (en mM): KCI 150, EGTA 10, CaCl; 1, MgCl. 1, y HEPES 10; pH 7,4 con KOH.
Las células se visualizaron usando un microscopio fluorescente invertido (Nikon) y solo se registraron células que
expresaban GFP. Los registros se hicieron a temperatura ambiente (20-24°C). Experimentos preliminares, usando
solucion intracelular basada en CsCl, confirmaron que las corrientes mostradas estan mediadas por potasio (datos
no mostrados).

Se demostraron corrientes sensibles a a-DTX por aplicacion en bafio directa de a-DTX (1 uM, Sigma-Aldrich)
durante los registros; se us6 un volumen equivalente de solucion tampén en experimentos control. Las muestras de
suero se dializaron contra la solucion de registro externa antes del uso y las muestras que se van a aplicar
cronicamente se diluyeron en medio de cultivo (1:50-1:1000). Los efectos agudos del suero sobre las corrientes
expresadas se determinaron por aplicacion directa del suero durante el registro, analogo a la adicién de a-DTX. Los
efectos cronicos de los sueros de pacientes se determinaron por incubacién de 1-3 dias con células HEK-293
transfectadas con Kv1 a 37°C antes del registro.

Los datos se filtraron a paso bajo a 1 kHz y se adquirieron a 10 kHz. Los registros se hicieron usando un
amplificador Axopatch-1D, un digitalizador de la serie Digidata 1320 y el paquete de programas pClamp para la
generacion de pulso, adquisicion de datos y analisis de datos (Axon Instruments). Las células incluidas en el analisis
tenian resistencias de acceso bajas (Ra, <20 MQ) con menos del 30% de cambio durante el registro; resistencia de
entrada altas (Ri, > 1 GQ a -70 mV (paso de +10 mV); estabilidad basal y corriente de fuga pequefia (< -50 pA). Las
medidas de la corriente pico se hicieron aplicando un pulso de prueba de 300 ms a +40 mV de un potencial de
fijacion de -80 mV. También se analizaron la dependencia del voltaje de la activacion e inactivacion del estado
estacionario (datos no mostrados). Se evaluaron las significaciones estadisticas usando pruebas bilaterales de la t
de Student para comparaciones individuales y ANOVA unifactoriales para comparaciones multiples.

Extraccion y marcaje de proteinas

48 horas después de la transfeccion, se lavaron botellas de 175 cm? confluentes con PBS y se lisaron con digitonina
al 2% en tampon DTX, con mezcla de inhibidores de proteasa 1:100 (Sigma-Aldrich, RU). Los lisados se rotaron
durante 1 hora, se centrifugaron (13.000 rpm durante 5 minutos a 4°C) y se marcaron con |'?~aDTX como
anteriormente. Se sometieron tanto estos extractos como los marcados con GFP (100 Uf/ensayo) a
inmunoprecipitacion con 5 ul de sueros humanos o un anticuerpo de conejo anti-CASPR2 (regalo del Dr. E Peles).
Los precipitados se resuspendieron en 180 ul de PTX, se transfirieron a una placa de 96 pocillos y se analizaron
usando un lector de placas de fluorescencia (Gemini XS, Molecular Probes). Este ultimo ensayo se conoce como un
ensayo de inmunoprecipitacion fluorescente (FIPA).

Inmunotransferencia

Se hirvieron extractos de células transfectadas con tampoén de carga basado en SDS y agente reductor (Invitrogen,
CA, EE UU). Se cargaron geles de SDS poliacrilamida del 4-12% (Invitrogen, RU) con 15 ul de extracto por pocillo
(igualado para concentraciones de proteina) y se corrieron durante 90 minutos a 200 mV. Los geles se transfirieron a
papel de nitrocelulosa durante 90 minutos a 30 mV. Se bloquearon tiras individuales con una solucién de proteina de
leche al 5% en PBS-Tween al 0,1%. Posteriormente, las membranas se incubaron durante 1 hora con anticuerpos
primarios diluidos en solucion de bloqueo (1:100), PBS-Tween al 0,1% durante 3 lavados y 30 minutos en
anticuerpos secundarios anti-lgG de conejo o anti-lgG humana conjugados a HRP (DakoCytomation, RU (diluidos en
solucién de bloqueo (1:200). Las membranas se desarrollaron con diaminobencidina (DAB).
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REIVINDICACIONES

Un método de diagnosticar en un mamifero un trastorno neurolégico autoinmunitario seleccionado del grupo
que comprende encefalitis limbica, sindrome de Morvan, y neuromiotonia que comprende detectar, en una
muestra de fluido corporal del mamifero, autoanticuerpos hacia un epitopo de al menos una proteina del
complejo Kv1, en donde la proteina del complejo Kv1 comprende al menos una de CASPR2 (proteina
asociada a contactina 2), Lgi1 (gen inactivado de glioma rico en leucina 1) y TAG1 (glicoproteina axonal
transitoria 1); en donde el método comprende los pasos de a) poner en contacto el fluido corporal con la al
menos una proteina del complejo Kv1; y b) detectar cualquier complejo autoanticuerpo-antigeno formado
entre la al menos una proteina del complejo Kv1 y autoanticuerpos presentes en el fluido corporal, en donde la
presencia de dicho complejo es indicativa de un trastorno neurolégico autoinmunitario seleccionado del grupo
que comprende encefalitis limbica, sindrome de Morvan y neuromiotonia.

Uso de un kit de ensayo para diagnosticar un trastorno neuroldgico autoinmunitario seleccionado del grupo
que comprende encefalitis limbica, sindrome de Morvan y neuromiotonia en un mamifero segun el método de
la reivindicacion 1, en donde el kit comprende al menos un epitopo de al menos una proteina del complejo
Kv1, en donde la proteina del complejo Kv1 comprende al menos una de CASPR2, Lgi1 y TAG1 e
instrucciones para usar el kit.

Un método de identificar compuestos capaces de tratar un trastorno neurolégico seleccionado del grupo que
comprende encefalitis limbica, sindrome de Morvan, y neuromiotonia que comprende los pasos de poner en
contacto un compuesto candidato en presencia de al menos una proteina del complejo Kv1 o un epitopo de la
misma y un anticuerpo capaz de unirse a al menos una proteina del complejo Kv1, en donde al menos una de
las proteinas del complejo Kv1 o un epitopo de la misma comprende al menos una de CASPR2, Lgi1 y TAG1,
0 un epitopo de las mismas, en donde un compuesto que previene la unién de dicho anticuerpo a al menos
una proteina del complejo Kv1 o un epitopo de la misma es un candidato para tratar trastornos neurolégicos
autoinmunitarios, en donde el trastorno neurolégico autoinmunitario se selecciona del grupo que comprende
encefalitis limbica, sindrome de Morvan, y neuromiotonia.

El método o uso de un kit de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el fluido corporal se
selecciona del grupo que comprende plasma, suero, sangre completa, orina, sudor, linfa, heces, liquido
cefalorraquideo y aspirado de pezon.

El método o uso de un kit de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el mamifero es un ser
humano.

14



ES 2 550 880 T3

9}

| einbi

Z'i
Ay-lue odianonuy

x

i

@

7

L

3

b

01008JuUBI |

Ay ep u

oINS R

{injoseng
0z st 08 S 2

3

ONS -

g &

~3002t

5

- d493
+ [IAA

O

3} sopeydioald X Qr-|g;, B BOYIoadse uglun ap sonIs

<

15



ES 2 550 880 T3

0]0S OIpawW ua
%) 8}USLLI0D Bp %, |0J}UOD B)UBILIOD 8P %,

Q

R

.,,,h
g
400

b3
P

300

= @NtES de DTX
e GON DTX 1 M
200
Tiempo (ms)

200

= gntes de DTX
e cON DTX 1 uM
tiempo (ms)

100
100

rrapsieoorinces

. < ©
< 3 o §
(yd) syuaiion

0000

Figura 2

(vd) suauio)

16



ES 2 550 880 T3

e 0808
00001
0O
Q@N\ 7 0
- , X
05 &
(@]
]
.00L B
>
@
0G50 o
.”. O
»

uQIDBgNOUI 9P SEIP € SBl) || AY 8p S8juallio)

(yd) ejuaiion

3

=
i
&
s
5
W

TR

\ $

N

s

/

AR

(vd) syuaiion

SO 9p BJUBILIOD Bp %,

UQIoEBQNOUI 8P BIP | SBJ) |° LAY 8p S8jusllio) Y

¢ einbi4

17



ES 2 550 880 T3

2 2 5 R -+ & 2
o & s <" < <7 g
2. X P | i £ (3 » a “ -
Ty s @
. . 85
m.\\;\\\\\. . © 5
V73 Vi o008 Se
23
&g {tni) odong
o001 B °
32 gZ 11
Qo n & 3.
o 2
S ;
oo .mnm PLilUE B
S TR = N ) 17 - S A
o O :
T W
ER
o
L8600z =
(=]
9| @  oNgM3 =&
e
£ /|
o - » i -3000C
5 s DIt
by I g 5 s
o SB LLHUB 4 T x
25 % el
o & I :.l..-...l‘l.\.l\.:.
Loon0: 8, COHUB v T -0000€
o w
® T
39
oS
F0000Z 3 3 m
@1 M lll.\l..ilsl!l\\t\\\\
oo 53 C P RUE @ i -0000Y
w mu :
B®O
o 3
~90007 w..w
LE,
60005 m 00005

 einbi4

18

(wdo) sopeydioaid X1 Q- L B S0ol10adsa ugiun ap sollg



ES 2 550 880 T3

G eunbi4

S1°0

(

(%) EPIPEUE SAS 9P UGIDENUBPUOD
010

(sosens g) 13
Z=U) ZUdSYD

A{e=u) 1167 —4-

(€=U} 2 LAM e

{

G=u) LAY

wtfpen

(wd2) sooyoadse X 1Q0-Is;, € UgIUN ap sonIs

>001 3

(%) epipeue sas ap ugioeUaPUOD

ove mm...m g 800 40°C mm.o m«w.c w&d nm.o mm.o WO 000

ONS/3 &
el e
iag 7

DI~

-5

sopepdisaud souigxgm X1dP-|sz, B UOIUN Bp SONIS 8p %,

19



ES 2 550 880 T3

- gt

Wi 2HASYD Wi AM V1 Z8dSYD ViAW . (Wd) X.La©-|e;, UO9 JeAgaIaD 039RAIXD Bp ugloeydioald ap ojniy
&

T W M _ i 000¢ 000Z 000} o

= ) e o o o g F

’ o HE w. , . H

o 3 s

. = 3 L3

| & g

= - 8 s
2 |

v . O :

= . 3

g 1000'0>d ‘68'0=! sz, 2

[m— L — ‘ N

Ydi4-2ddSv0 dd X 1G0-lgz, d o )

.¥ N s g oINS
aass epon - 9. 00 TV v HE 3B
L3¢ |
e T
®
& : "
e O ONS
®
@ c
=
s f00
o0 13
e%g .
0%
a®
% v
° uoisny e euewny 96-juy
* Lo € 9 eunbi4

20



ES 2 550 880 T3

ZudSVYo-nue eied soanisod sajusipeq ¢HdSYO-lIUE UQjel ap

@ . odianonuy
et b2
2058 ._wmwmm
et 1)
hget $01
£5b)
e R{HEET
Le o Le b ow Loe L oa L o 9
zah
i} 44D70dSYD
hom.o... wovMo.a qo.u.yn.a naw.xa.e u.a_.xo.m Y N
opiun -’
. n—wud -su.r.\..‘ ..a—v\c.u ooWo.“
N L 91403
T3
s ¢ OUX0T .
1 E T 156
$0 g 3
° - 00T T
e o
ovey S S : :
uoisny  d49-ZHASYD  *¥OBIuY
= & Leg"
-0V 09

q J einbi4

21



ES 2 550 880 T3

Figura 8

22



ES 2 550 880 T3

6 eJnbi4

o

23



ES 2 550 880 T3

Figura 10

\

24



ES 2 550 880 T3

=0007

~0009

=008

=00001L

L L einbi4

25



ES 2 550 880 T3

26



ES 2 550 880 T3

0 9 S e seJjo n eisdo|idg
8 14 ol Sl BJUOjOIWOINSN
0 Zl l Ll UBAJIO|\ 8P dWOIpUIS
eisdojde
0 9 o ov 0 eolquij| siijejeouy
0 L € 8 wSewoul |
0 A Z S ,S02IW|} OuU saJown |
€8-/1 ‘09 €8-/1 ‘09 8/-61 ‘¥S OleAJsjul ‘euelpsw pep3
8 801 0¢ 8. $9|Ej0} SOJSWNN
OAOA |lejol sasalny SalquoH

eJjuod oy eled BaN

¢l eunbi

27



ES 2 550 880 T3

SOAIJOE 8)usW[eNn)oe UBQe)Sd OU eliokew e ,

OMOA BAJUOD
oy eJed onjebau

awioJpujs o0

143

oo|

BJUOJOIWOINBN

UBAJIO|\ ©p 8WO.IpUIS

74

eisdojde
0 ediquy| siijejsoul

seolwy}
seubljew seisejdoaN

8¢

yx4

6€

[10} CJBWINN

epeojuap] ou
une elI0Se00. BU|v)0.d

1-Ovl

¢ddSvO

1167

sejusioed so| sopo |

1 einbi4

28



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

