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DESCRIPCION

Procedimiento diagnostico para detectar una enfermedad autoinmunitaria relacionada con gaba(a) y materia objeto
relacionada

Campo de la invencién

la presente invencion se refiere al pronodstico, diagndstico y tratamiento de un trastorno autoinmunitario identificado
recientemente, proporcionando un novedoso autoantigeno de la superficie celular y los medios y procedimientos
asociados para la deteccion y el tratamiento de dicho trastorno autoinmunitario.

Antecedentes de la invencion

Existen evidencias de que los ataques y estados epilépticos pueden ser el resultado de respuestas inmunitarias a
receptores sinapticos excitadores o inhibidores o las proteinas que se asocian a estos receptores.® Estos incluyen el
receptor del N-metil-D-aspartato (NMDAR), el receptor del acido alfa-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolopropidnico
(AMPAR), el receptor del acido-B gamma aminobutirico (GABA)(B)R), la proteina 1 inactivada por glioma rica en
leucina (LGI1), la troteina analoga a 2 asociada a contactina (Caspr2), y DPPX, una subunidad reguladora de los
canales de potasio Kv4.2.2! Los ataques epilépticos que acompafian cualquiera de estos trastornos son a menudo
refractarios a la terapia antiepiléptica a menos que el mecanismo inmunitario se identifique y trate.>'>?2 En algunos
pacientes, las convulsiones o el estado epiléptico puede ser la primera manifestacion de la enfermedad, requiriendo
una fuerte sedacién o un prolongado coma farmacologico.'” Estos tratamientos pueden ocultar otros sintomas tales
como discinesias o alteraciones psiquiatricas que producen un retraso en el reconocimiento de la enfermedad. Hasta
hace poco, el principal receptor inhibidor relacionado con la epilepsia diana de la autoinmunidad era el GABA(B)R.??
La mayoria de pacientes con anticuerpos GABA(B)R desarrollan convulsiones tempranas y prominentes o un estado
epiléptico como un componente de la encefalitis limbica. Aproximadamente 50 % de estos pacientes tienen un cancer
de pulmon microcitico subyacente (SCLC).1"1

Considerando que hasta hace poco estas enfermedades autoinmunitarias eran desconocidas, la alta frecuencia
relativa de algunas ha sido sorprendente. Por ejemplo, en un centro enfocado hacia el diagndstico y la epidemiologia
de la encefalitis (Proyecto der la Encefalitis de California ) la frecuencia de la encefalitis anti NMDAR sobrepaso la de
cualquier encefalitis virica individual.? Por estos motivos, mecanismos inmunitarios similares estan considerandose
de forma creciente en pacientes que desarrollan sintomas neuropsiquiatricos rapidamente progresivos en el contexto
de la encefalitis de etiologia desconocida, una situaciéon que se produce frecuentemente. Hoy en dia,
aproximadamente un 70 % de la encefalitis de etiologia incierta permanece sin diagnosticar tras la extensa evaluacion
de las etiologias infecciosas.®® En este escenario, La identificacién de auto anticuerpos contra antigenos de la
superficie celular neuronal desplaza la gestion al uso de la inmunoterapia y puede extender el soporte de cuidados
intensivos en casos que de otra manera pueden considerarse futiles.

En vista de lo anterior, el problema que subyace en la presente invencion reside en proporcionar medios para el
diagndstico y tratamiento de una encefalitis autoinmunitaria no identificada anteriormente, o encefalitis de etiologia
desconocida, respectivamente.

Sumario de la invencién

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcién que no entran dentro del
ambito de dichas reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
invencion. El problema anteriormente mencionado se resuelve mediante la materia objeto de la presente descripcion
y las reivindicaciones adjuntas, en particular proporcionando un receptor del acido A gamma-aminobutirico
(GABA(A)R), un novedoso autoantigeno implicado en enfermedades autoinmunitarias, que es para su uso en un
procedimiento de prondstico, diagndstico o tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria en un sujeto, en particular
la encefalitis, en una célula que expresa dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo, un
anticuerpo que se une a dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homadlogo del mismo, en un procedimiento para
aislar dicho anticuerpo, en un procedimiento de prondstico o diagndstico in vitro y un kit de ensayo que implica dicho
GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homodlogo del mismo o dicha célula o anticuerpo, en una composicion
farmacéutica que comprende dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo o dicha célula, en un
dispositivo médico revestido con dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo, dicha célula, dicho
anticuerpo o dicha composicion farmacéutica y los procedimientos para tratar un trastorno autoinmunitario, en
particular la encefalitis, en un sujeto.

Aunque el GABA(B)R, citado en el presente documento anteriormente, pertenece a la categoria de los receptores
metabotrépicos acoplados a la proteina G, el GABA(A)R es un canal de iones regulado por ligandos que no se ha
reconocido anteriormente como diana de autoinmunidad. Los inventores notifican aqui la identificacion del GABA(A)R
como la diana de anticuerpos de 18 pacientes que comprende dos grupos inmunitarios: uno caracterizado por altos
niveles de anticuerpos en suero y CSF que se producen en asociacion con convulsiones prominentes o estado
epiléptico, y el otro caracterizado por bajos niveles de anticuerpos en suero o anticuerpos ausentes en CSF que se
producen en asociacién con un espectro mas amplio de sintomas en el que la frecuencia de convulsiones, opsoclono,
sindrome de persona rigida, y autoinmunidades solapantes es alto. Ademas, Los inventores demuestran que los
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anticuerpos de los pacientes alteran especificamente los niveles de GABA(A)R sinaptico en cultivos de neuronas del
hipocampo de rata.

Una ventaja de la presente invencion reside en el hecho de que el diagndstico de la encefalitis de etiologia desconocida
permite la identificacion de la enfermedad como encefalitis autoinmunitaria, la distincion de otras formas (no
autoinmunitarias de encefalitis u otras enfermedades o sintomas relacionados, respectivamente, y proporciona por
tanto un tratamiento especifico de los pacientes con, por ejemplo, agentes inmunosupresores.

Otra ventaja de la presente invencion se basa en abrir opciones terapéuticas alternativas o adicionales a la
inmunosupresion, dirigidas, por ejemplo, a los autoanticuerpos especificos.

Breve descripcion de las figuras

La Figura1 muestra IRM del cerebro del paciente 1;

La Figura2 muestra IRM del cerebro del paciente 2;

La Figura3 muestra registros EEG de los pacientes 1y 2;

La Figura4 muestra la reactividad del anticuerpo CSF con un cerebro de rata;

La Figura5 muestra la reactividad del CSF del paciente con el hipocampo y el cerebelo de rata a un alto aumento;
La Figura6 muestra la reactividad del anticuerpo CSF con células HEK que expresan GABA(A)R;

La Figura 7 muestra los resultados de la inmunoabsorcion usando células HEK que expresan GABA(A)R;

La Figura8 muestra los resultados de los estudios de inmunocompeticion con anticuerpos del paciente; y

la Figura9 muestra la selectividad y los efectos de la unién de los anticuerpos del paciente a GABA(A)R.

Descripcion detallada de la invencién

Un "polipéptido”, de acuerdo con la presente invencion, se entiende que es un polimero de dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete u ocho o mas o hasta miles de aminoacidos, que puede incluir aminoacidos convencionales asi como
aminoacidos no convencionales. Los términos polipéptido, péptido y proteina se usan de manera indistinta en el
presente documento.

El término "fragmento”, con respecto a los polipéptidos, péptidos y proteinas de la invencion, se refiere a menos de la
secuencia de longitud completa de dicho polipéptido, péptido o proteina, abarcando por ejemplo una secuencia de
aminoacidos que esta truncada en uno o ambos términos por uno o mas aminoacidos. Como alternativa o ademas,
dicha secuencia peptidica puede comprender deleciones internas de uno o mas aminoacidos. Por tanto, la longitud
residual del fragmento iguala o excede la longitud de uno o mas epitopos continuos o conformacionales. Cuando se
refiere a un complejo que comprende mas de un polipéptido, péptido o proteina, el término "fragmento” se refiere a un
complejo con solo un subconjunto de sus constituyentes, lo que significa que el nimero de polipéptidos, péptidos o
proteinas, es decir, las subunidades que constituyen el complejo, es reducido y/o que una o mas de las subunidades
en el complejo esta terminalmente truncada y/o soporta deleciones internas como se ha descrito anteriormente. Los
fragmentos de acuerdo con la presente invencion comprenden al menos 20 aminoacidos.

el término "homologo"”, con respecto a los polipéptidos, péptidos y proteinas de la invencion, se entiende que se refiere
a un polipéptido, péptido y proteina, que presenta una o mas desviaciones en la secuencia de aminoacidos en
comparacioén con la secuencia original. Aquellas desviaciones pueden ser intercambios o inserciones de uno o mas
aminoacidos o motivos de proteinas o dominios de proteinas. Un homdlogo puede tener al menos un 80, 90, 92, 94,
96, 98 o0 99 % de identidad de la secuencia con la secuencia original respectiva. Alternativamente, el tramo de
homologia puede estar restringido a 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas aminoacidos de
la secuencia original. También, en dicho caso, por ejemplo, en el caso de homologia de un dominio o motivo de
proteina Unico en el contexto de una proteina no homologa mas grande, el homélogo puede tener al menos un 80, 90,
92, 94, 96, 98 0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia original respectiva. Cuando se refiere a un complejo
que comprende mas de un polipéptido, péptido, proteina o fragmentos de los mismos, el término "homologo" se refiere
a un complejo con al menos una de sus subunidades que esta sustituida por un homélogo como se ha descrito en el
presente documento anteriormente.

La expresion "enfermedad autoinmunitaria”, con respecto a la presente invencién se refiere a enfermedades en
asociacion con anticuerpos contra GABA(A)R. Como se notifica en el presente documento a continuacion, los
pacientes que presentan dicha enfermedad autoinmunitaria padecen de sintomas que incluyen problemas de memoria,
confusion, fatiga, apatia, ansiedad social, cambios conductuales, psicosis, depresion, mutismo, disfuncion cognitiva,
nauseas, veértigo, escotomas centelleantes, cefalea, convulsiones, epilepsia parcial continua, estado epiléptico,
opsoclono, opsoclono-mioclono, sindrome de persona rigida, movimientos distonicos de la lengua, corea que afecta
las extremidades y el tronco, hemiparesis progresiva, ataxia, corea que afecta las extremidades y el tronco. Estos
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sintomas afectan principalmente al sistema nervioso y, mas especificamente, estan al menos en parte asociados con
defectos en el sistema nervioso central. Por lo tanto, la enfermedad autoinmunitaria de acuerdo con la invencion puede
ser una encefalitis autoinmunitaria.

Un "epitopo”, comprendido en el ambito de la presente invencion, se entiende que es un fragmento de una o varias
proteinas que ser reconocidas especificamente (es decir, unirse) por un anticuerpo. El epitopo puede ser un epitopo
conformacional, compuesto de secciones discontinuas procedente de una secuencia de aminoacidos de una Unica
proteina o secciones discontinuas de varias proteinas diferentes, o un epitopo lineal, compuesto de una seccién
continua de determinada longitud procedente de una secuencia de aminoacidos de una Unica proteina. Por ejemplo,
los epitopos MHC lineales de clase | tienen aproximadamente de 8 a 11 aminoacidos de longitud. Ademas del anterior,
el término "epitopo" abarca también los epitopos derivados de la secuencia original de la proteina o proteinas.

El término "derivado”, con respecto a los epitopos, comprendidos en el ambito de la presente invencién se refiere a
los epitopos formados a partir de secciones discontinuas o continuas de la secuencia de aminoacidos primaria de un
polipéptido o proteina. Se sabe en la técnica, que uno o mas aminoacidos en los epitopos pueden estar sustituidos
por ejemplo por sustituciones de aminoacidos conservativas (por ejemplo, glutamato a aspartato E D,
glutamina a asparaginas Q N, fenilalanina a tirosina F Y, leucina a isoleucinaL 1)  sustancialmente  sin
cambiar la fuerza o especificidad de unién al anticuerpo. En consecuencia, el término "derivado” se refiere también a
dichos epitopos que, aunque presentan diferencias en la secuencia de aminoacidos, presentan una fuerza de union a
anticuerpo o especificidad sin cambiar o sustancialmente sin cambiar o potenciada cuando se compara a epitopos con
la secuencia de aminoacidos original.

"Acido nucleico", de acuerdo con la presente invencion, se refiere a un polimero de ADN o ARN que incluye también
derivados quimicos de los mismos o analogos sintéticos tales como acidos nucleicos peptidicos o acidos nucleicos de
morfolino. Se sabe en la técnica que, debido a la degeneracion del cédigo genético, determinados cambios del codigo
del acido nucleico no dan como resultado cambios de la secuencia peptidica codificada en la anterior. En
consecuencia, a expresion "acido nucleico" abarca también secuencias de acido nucleico que difieren en la secuencia
de las secuencias de acido nucleico originales siempre que codifiquen la misma secuencia peptidica, por ejemplo,
secuencias con la utilizacién de un codén optimizada para la expresion en determinados sistemas de expresion.

se entiende que un "vector" de acuerdo con la presente invencion puede ser una secuencia de acido nucleico circular
o lineal que incluye una insercion, por ejemplo, una secuencia de un gen o un acido nucleico que codifica una proteina
deseada, y otras caracteristicas tales como las secuencias requeridas para la replicacion del vector, la expresion de
la insercion, la seleccion positiva del vector que soporta células hospedadoras o la expresion de proteinas marcadoras.
Dichos vectores y secuencias se conocen de forma extensa de la técnica anterior.

Una "célula" comprendida en el ambito de la presente invencion es cualquier célula hospedadora procariota o eucariota
capaz de transformarse con un vector. Por ejemplo, una célula puede ser una célula bacteriana tal como una célula
Escherichia coli o una célula eucariota tal como una célula de un cultivo humano inmortalizada. Un ejemplo de una
célula de un cultivo humano inmortalizada es una célula HEK293.

Un "sujeto" esta comprendido en el ambito de la presente invencion, en particular, un ser humano.

Las expresiones "receptor de acido-A gamma-aminobutirico”, "receptor de GABA(A) "GABA:R" o "GABA(A)R" se
refiere al receptor que incluye todas sus subunidades y combinaciones de subunidades conocidas. GABA(A)R, como
se menciono al principio, es un canal de iones regulado por ligando, que responde al neurotransmisor inhibidor acido
gamma-aminobutirico. Como se describira en el presente documento a continuaciéon en mayor detalle, el receptor esta
comprendido por 5 subunidades que se originan de ocho familias de genes que codifican 19 tipos de subunidades
conocidas diferentes. GABA(A)R se produce en el tejido neural, principalmente en el sistema nervioso central y en la
médula espinal. Se puede encontrar también en el sistema nervioso periférico, por ejemplo, en las neuronas motoras.
Las subunidades mas abundantes son las subunidades de tipo alfa y de tipo beta, que son constituyentes obligatorios
de cualquier GABA(A)R. GABA(A)R esta muy conservado de tal manera que incluso el GABA(A)R de especies
relacionadas Unicamente de forma distante con el humano es adecuado para estimular la unién especifica por
anticuerpos humanos dirigidos contra GABA(A)R. Esto es valido para subunidades del GABA(A)R. Como se ha
mencionado en el presente documento anteriormente, por ejemplo, los epitopos MHC lineales de clase | tienen
aproximadamente de 8 a 11 aminoacidos de longitud. Por lo tanto, en regiones ya homologas de GABA(A)R de entre
8 a 11 aminoacidos de longitud, conservadas entre las especies respectivas y el ser humano, son en principio
suficientes para estimular la unién especifica por anticuerpos humanos dirigidos contra GABA(A)R. A este respecto,
las secuencias conformadas que forman un epitopo conformacional pueden ser incluso mas cortas. En consecuencia,
"GABA(A)R", "GABA:R" 0 "GABA(A)R" con respecto a la presente invencion se refiere a cualquier isoforma conocida
de las subunidades de proteinas de GABA(A)R que se originan de vertebrados, preferentemente mamiferos o mas
preferentemente Homo sapiens.

Los presentes inventores han identificado GABA(A)R como antigeno diana de la encefalitis autoinmunitaria. Se
describen 18 pacientes con anticuerpos contra GABA(A)R y se ha demostrado que los anticuerpos de los pacientes
eliminan GABA(A)R de los sitios sinapticos. Estos hallazgos son importantes debido a que titulos elevados de
anticuerpos esta normalmente asociados con notables convulsiones y estado epiléptico refractario que requiere coma
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inducido farmacolégicamente, mientras que se pueden producir titulos bajos con convulsiones, opsoclono-mioclono,
o sindrome de persona rigida, que esta acompafados frecuentemente por anticuerpos contra otras proteinas
gabaérgicas (GAD), o TPO que sugieren propension a la autoinmunidad.

Cinco conjuntos de experimentos, descritos con detalle en los ejemplos siguientes en el presente documento,
establecen GABA(A)R como autoantigeno relevante en pacientes con altos niveles de anticuerpos en suero y CSF: 1
inmunoprecipitacion directa del receptor por los anticuerpos del paciente, 2) inmunotincion especifica de células HEK
que expresan las subunidades alfa 1 y/o beta 3 del GABA(A)R con anticuerpos del paciente, 3) anulacién de la
actividad de los anticuerpos del paciente con neuropilo cerebral tras la inmunoabsorcién con las subunidades alfa 1 /
beta 3 del GABA(A)R, 4) competicién de los anticuerpos del paciente por los mismos epitopos de GABA(A)R, y 5)
demostracion de que los anticuerpos del paciente producen la eliminacion selectiva del GABA(A)R sinaptico, sin
afectar la gefirina (la proteina estructural que se ancla al receptor en los sitios postsinapticos).

La mayoria de la neurotransmision inhibidora rapida en el cerebro maduro esta mediada por el GABA(A)R regulador
del ligando.?® Estos receptores son pentameros cuyas cinco subunidades se originas de ocho familias de genes que
contienen multiples isoformas (alfa 1-6, beta 1-3, gamma 1-3, delta, épsilon, teta, pi y ro 1-3). La composicion de la
subunidad del receptor gobierna las propiedades intrinsecas del canal tal como la afinidad por GABA, la conductancia
del receptor, la cinética y la modulacion '° o Estas 19 subunidades pueden combinarse de muchas maneras diferentes
para formar receptores funcionales, pero la mayoria de receptores en los sitios sinapticos contienen dos subunidades
alfa (isoformas alfa 1-3), dos subunidades beta, y una subunidad gamma dispuesta en el orden gamma-beta-alfa-beta-
alfa. Por el contrario, los receptores localizados en los sitios perisinapticos o extrasinapticos estan compuestos
principalmente de subunidades alfa 4 o alfa 6 combinadas con subunidades beta y delta.3' Los anticuerpos
identificados en el suero y CSF de los 18 pacientes reaccionaron con células que expresaban simultaneamente las
subunidades alfa 1 / beta 3, y cuando podria evaluarse la reactividad con las subunidades individuales, la alfa 1 fue
siempre reconocida por CSF. Usando cultivos de neuronas de hipocampo de rata, los anticuerpos CSF del paciente
produjeron una disminucion de la densidad de GABA(A)R especificamente localizada en los sitios sinapticos. La
densidad total de GABA(A)R, incluyendo los receptores sinapticos y extrasinapticos no se vio afectada, sugiriendo una
relocalizacion de los receptores de los sitios sinapticos a los extrasinapticos. Esto esta en contraste con los efectos de
los anticuerpos asociados a otras encefalitis autoinmunitarias, tales como la encefalitis de los receptores anti-NMDAR
o AMPA en la que la disminucion de los receptores correspondientes se produce en los sitios sinapticos y
extrasinapticos.

Cuatro mutaciones dominantes en la subunidad alfa 1 del GABA(A)R se asocian con epilepsia generalizada; los
estudiosin vitro han demostrado que cada una de estas mutaciones dan como resultado una pérdida sustancial de la
funcion de la subunidad alfa 1 o de los niveles de expresion.3' Ademas, se han notificado también mutaciones de la
subunidad beta 3 en nifios con ausencia de epilepsia.?® En linea con estos hallazgo, una caracteristica frecuente de
los pacientes con un titulo elevado de anticuerpos en suero y CSF contra las subunidades alfa 1 / beta 3 de GABA(A)R
era el desarrollo frecuente de convulsiones, estado epiléptico, o epilepsia parcial continua. Otros sintomas, incluyendo
el comportamiento y la cognicion alterados, confusion, o déficits neuroldgicos focales, o la presencia de pleocitosis o
bandas oligoclonales de CSF fueros similares en la mayoria de los aspectos que aquellos que se produce en otras
formas de encefalitis tanto viricas como inmunomediadas.®

En el grupo de pacientes con titulos bajos de anticuerpos en suero o anticuerpos ausentes en CSF, convulsiones
producidas en el 50 % de los casos. Todos los pacientes con un cuadro clinico de encefalitis no global desarrollaron
convulsiones; el paciente mas joven (un nifio de 3 afios de edad) requirié como inducido farmacolégico para el estado
epiléptico refractario. En este grupo, la frecuente presencia de otras autoinmunidades relevantes podria explicar el
espectro mas amplio de sintomas. A su vez, dos de los 4 pacientes con sindrome de persona rigida (un trastorno que
se produce en asociacion con autoanticuerpos contra otros receptores inhibidores o proteinas asociadas) tenia
anticuerpos GADG65 coexistentes, y otro paciente tenia anticuerpos NMDAR que impulsaron el cuadro clinico
(encefalitis tipica dirigida contra NMDAR). De forma interesante, EI CSF del paciente con encefalitis dirigida contra
NMDAR mostré un titulo elevado de anticuerpos NMDAR, pero no desvela los anticuerpos GABA(A)R. En dicho
paciente, los anticuerpos GABA(A)R se identificaron solo en suero, sugiriendo una compartimentalizacion diferente de
las respuestas inmunitarias. Ademas, son notables dos hallazgos, 1) la identificacion del opsoclono-mioclono en 2/12
(17 %) pacientes del grupo de titulo bajo (3/18 [17 %] de la serie completa), que hace del GABA(A)R uno de los
antigenos neuronales mas comunes notificados en pacientes con opsoclono-mioclono, y 2) el nimero inesperado de
casos con anti-GAD asociado a encefalitis o convulsiones (3/5, 60 %, en el grupo de titulo bajo) en comparacion con
otras asociaciones anti-GAD (por ejemplo, sindrome de persona rigida) que se produjo en 2/4 (50 %) de casos. Estos
hallazgos enfatizan que en pacientes con encefalitis 0 convulsiones atribuidas a anticuerpos GAD, debe considerarse
la presencia de mas anticuerpos relevantes contra la superficie celular o proteinas sinapticas, tales como los
receptores GABA, ¥2* Un nimero creciente de pacientes anteriormente caracterizados como encefalitis de Hashimoto
debido a la deteccion de anticuerpos TPO en el contexto de la encefalitis de etiologia poco clara se encuentra que
tienen otros trastornos.8,?2 En el estudio actual 4/18 pacientes (22 %) tenian anticuerpos TPO.

La mayoria de los pacientes con anticuerpos GABA(A)R y convulsiones tenia un EEG andémalo que mostraba
frecuentemente actividad epiléptica multifocal, y en dos casos, descargas periddicas generalizadas. Estos hallazgos
se asociaron con extensas anomalias en IRM cerebrales en 6/6 (100 %) pacientes con un elevado titulo de anticuerpos
GABA(A)R en suero (todos con anticuerpos CSF) y en 3/12 (25 %) pacientes con titulos de anticuerpos bajos. Estas
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anomalias de las IRM implicaron predominantemente regiones corticales y subcorticales; sin embargo, la implicacion
de los ganglios basales, el pedunculo cerebral o el cerebelo en unos pocos pacientes sugiere que cualquier area del
cerebro puede mostrar anomalias radioldgicas. Por lo tanto, en comparacién con pacientes con otros tipos de
encefalitis asociadas a anticuerpos, aquellos con anticuerpos contra GABA(A)R y convulsiones muestran mas a
menudo extensas y diversas anomalias de las IRM cerebrales. Como ejemplo, solo un 30 % de los pacientes con
encefalitis dirigida contra NMDAR tiene anomalias de IRM iniciales (normalmente transitorias y menos extensas),?® y
la mayoria de pacientes con anticuerpos AMPAR,'® GABA(B)R,,'6 0 LGI1"4,20 tienen hallazgos de IRM anoémalos
muy restringidos a los lébulos temporales medios, consistentes con encefalitis limbica tipica.

La comparacién con otros tipos de encefalitis sinapticas autoinmunitarias muestra algunas diferencias adicionales.
Treinta y nueve por ciento de pacientes con anticuerpos GABA(A)R son mas jévenes de 18 afos, aunque la mayoria
de los otros tipos de encefalitis (excepto la dirigida contra NMDAR) se produce en adultos e individuos mayores.?!
Ademas, los pacientes con anticuerpos GABA(A)R tuvieron raramente un tumor subyacente, mientras que en algunas
otras encefalitis (AMPAR, GABA(B)R) aproximadamente un 50 % de los pacientes tuvieron un tumor,? o en el caso
de la encefalitis dirigida contra NMDAR, la frecuencia de un tumor varia de acuerdo con la edad y el género del
paciente.?®

Existen evidencias de que el estado epiléptico y otras formas de lesién cerebral pueden conducir a una epilepsia
cronica. El desarrollo de epilepsia crénica esta usualmente precedido por un periodo silencioso durante el cual existe
una creciente hiperexcitabilidad en asociaciéon con una disminucion progresiva de los grupos de GABA(A)R
sinapticos.'® Este efecto ha sido atribuido en parte a una perturbacion del GABA(A)R-proteina de anclaje, gefirina. %2
Estos datos y la disminucién mediada por anticuerpos de los GABA(A)R sinapticos notificados aqui sugiere un modelo
por el cual se eliminan los receptores de las sinapsis por los anticuerpos del paciente conduciendo a convulsiones y
al estado epiléptico que a la vez conducirian a una disminucién adicional de receptores resultantes en un refuerzo
patogénico. Esto explicaria la gravedad y la resistencia al tratamiento de las convulsiones asociadas con elevados
niveles en suero y CSF de anticuerpos GABA(A)R. A pesar de esto, 9/12 pacientes evaluables tuvieron una respuesta
parcial o completa a la inmunoterapia (7), la terapia sintomatica (2) y un apoyo de cuidados intensivos prolongado.

Es importante una evaluacion prospectiva de pacientes que caracterizan mejor los grupos con titulos altos frente a los
grupos con titulos bajos, asi como evaluar el CSF de todos los pacientes, incluyendo aquellos con opsoclono-mioclono
y sindrome de persona rigida. Ademas, la inmunoterapia rapida y mas agresiva conduce probablemente a mejores
resultados.

En general, la presencia de anticuerpos GABA(A)R debe considerarse en pacientes con (1) convulsiones graves
estado epiléptico de etiologia incierta, asociados con hallazgos de IRM y CSF sugiriendo un proceso inflamatorio, (2)
subgrupos con pacientes con opsoclono-mioclono o sindrome de persona rigida, (3) cualquiera de los anteriores con
anticuerpos GAD o TPO, u ofras caracteristicas que sugieren una propension a la autoinmunidad. Estudios futuros
deberan determinar prospectivamente la incidencia de autoinmunidad de GABA(A)R entre pacientes con nuevos
comienzos de convulsiones o estado epiléptico de etiologia incierta, y opsoclono-mioclono. Ademas, es plausible que
los pacientes con sindrome de persona rigida y anticuerpos GABA(A)R puedan responder mejor a la inmunoterapia
que los pacientes con anticuerpos contra GAD65 (una proteina intracelular). El hallazgo de los inventores de que los
anticuerpos del paciente eliminan especificamente GABA(A)R de las sinapsis, proporciona un reactivo util (anticuerpos
IgG purificados) para determinar como la perturbacion selectiva de estos receptores conduce a hiperexcitabilidad
neuronal, convulsiones, epilepsia crénica, u opsoclono.

Frente a estos antecedentes, la presente invencion proporciona un GABA(A)R, un fragmento GABA(A)R, o un
homologo del mismo para su uso en un procedimiento de pronéstico, diagndstico o tratamiento de una enfermedad
autoinmunitaria en un sujeto de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas. Los homdlogos de acuerdo con la presente
invencion incluyen homologos del GABA(A)R asi como homdlogos de fragmentos o subunidades de GABA(A)R
mencionados en el presente documento como se define en las reivindicaciones adjuntas. A este respecto, se entiende
que GABA(A)R, un fragmento de GABA(A)R, o un homodlogo del mismo puede comprender una mezcla de
subunidades, los homologos o los fragmentos de proteinas que se originan de diferentes organismos o, de manera
mas general, pueden comprender una mezcla de homélogos y no homoélogos. Preferentemente, GABA(A)R, un
fragmento de GABA(A)R, o el homologo del mismo comprende al menos una subunidad de GABA(A)R humana, mas
preferentemente dos o mas subunidades de GABA(A)R. A este respecto, dos subunidades que se producen en
posiciones adyacentes en el interior de GABA(A)R en tejidos humanos pueden unirse mediante autoanticuerpos mas
fuertemente que las subunidades individuales debido a la formacion de epitopos conformacionales que se extiende
sobre las superficies de ambas subunidades.

Ademas, la presente invencion proporciona una célula para su uso en un procedimiento de prondstico, diagndstico o
tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria en un sujeto caracterizado porque la célula expresa un GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R u homadlogo del mismo de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas. La célula de acuerdo
con la invencion puede constituir tanto una célula, que se ha aislado de un organismo pero que no se ha modificado
genéticamente, como una célula que se ha modificado genéticamente. Preferentemente, la célula para su uso de
acuerdo con la invencioén es una célula eucariota. Mas preferentemente, la célula es una célula de origen neural o una
célula que se ha inducido artificialmente para asumir su destino neural, tal como una célula somatica o un citoblasto
adulto. De acuerdo con otra realizacion de la invencion, la célula se ha alterado genéticamente mediante transfeccion,

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2768 609 T3

preferentemente, la célula se ha transfectado a fin de expresar o expresar en exceso un GABA(A)R, fragmento de
GABA(A)R u homdlogo del mismo de acuerdo con la invencion. Dicha célula puede constituir un medio diagnostico
para la deteccién de la unién de un anticuerpo al GABA(A)R, al fragmento de GABA(A)R, o al homologo del mismo,
presentando, por ejemplo, el GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R, o el homologo del mismo sobre su superficie.

La presente invencion se dirige al GABA(A)R, al fragmento de GABA(A)R, o al homologo del mismo para su uso o a
la célula para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas y caracterizadas por que el mencionado GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo comprende una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la
SEQ ID NO: 2.

La SEQ ID NO: 1 corresponde a la subunidad alfa 1 del GABA(A)R humano mientras que la SEQ ID NO: 2 corresponde
a la subunidad beta 3 del GABA(A)R humano y la SEQ ID NO: 5 corresponde a la subunidad gamma 2 del GABA(A)R
humano.

A este respecto, GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo de acuerdo con la invencion,
comprende una o mas subunidades alfa 1 y/o una o mas subunidades beta 3 y/o una o mas subunidades gamma 2.

El GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo comprende una secuencia que tiene al menos 80,
al menos 90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos 99 % de identidad de la secuencia con
las secuencias de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2.

Uno o mas fragmentos del GABA(A)R comprenden al menos 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200 o mas
aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 2 o de las secuencias que
tienen al menos 80, al menos 90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos 99 % de identidad
de la secuencia con las secuencias de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, el GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R u
homologo del mismo comprende los aminoacidos adicionales, que estan unidos en el extremo N o en el extremo C y
facilitan la purificacion del receptor GABAA o el fragmento del mismo.

En el caso de que el GABA(A)R o un homdlogo del mismo o en el caso de que el fragmento del GABA(A)R o un
homologo del mismo estén comprendidos por varios polipéptidos, péptidos o proteinas, se pueden afadir los
aminoacidos adicionales a al menos uno o hasta todos los polipéptidos, péptidos o proteinas que constituyen el
GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo. Si los aminoacidos adicionales se unen a solo un
polipéptido, péptido o proteina en el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo, se prefiere que dicho
polipéptido, péptido o proteina sea una subunidad alfa 1 o un fragmento de la misma. Sin embargo, es también posible
que se afhadan los aminoacidos adicionales a un polipéptido, péptido o proteina diferente que se une a la subunidad
alfa 1 o a un fragmento de la misma mediante interaccion proteina-proteina directa o indirecta. A este respecto, por
ejemplo, cuando los complejos de proteinas son para usarse en procedimientos que implican condiciones que afectan
potencialmente a la interaccion proteina-proteina directa o indirecta, puede ser preferible reticular los polipéptidos,
péptidos o proteinas del GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo, incluyendo la subunidad alfa 1
o fragmento de la misma, entre si. Se conocen en la técnica procedimientos para reticular proteinas.

Dichos aminoacidos adicionales pueden, por ejemplo, constituir determinadas secuencias o etiquetas que son
reconocidas especificamente por otras moléculas, preferentemente proteinas, mas preferentemente anticuerpos.
dichas etiquetas se conocen extensamente en la técnica y comprenden, por ejemplo, etiquetas flag, etiquetas tags o
etiquetas strep.

De acuerdo con otra realizacion preferida, GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo o la célula
de acuerdo con la invencioén esta unido a una molécula indicadora o a una fase sdlida.

De forma analoga a los aminoacidos adicionales descritos anteriormente en el presente documento, al menos uno o
hasta todos los polipéptidos, péptidos o proteinas que constituyen el GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R, u
homologo del mismo puede unirse a la molécula indicadora o a la fase sdlida. Si solo un polipéptido, péptido o proteina
en el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homologo del mismo esta unido a la molécula indicadora o a la fase
solida, se prefiere que dicho polipéptido, péptido o proteina sea una subunidad alfa 1 o un fragmento de la misma. Sin
embargo, es también posible que un polipéptido. péptido o proteina diferente, que esta unido a la subunidad alfa 1 o
fragmento de la misma mediante interaccion proteina-proteina directa o indirecta se una a la molécula indicadora o a
la fase solida. También a este respecto, por ejemplo, cuando los complejos de proteinas son para usarse en
procedimientos que implican condiciones que afectan potencialmente a la interaccién proteina-proteina directa o
indirecta, puede ser preferible reticular los polipéptidos, péptidos o proteinas del GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R
u homdlogo del mismo, incluyendo la subunidad alfa 1 o fragmento de la misma, entre si.

Una célula de acuerdo con la invencion se puede unir a una molécula indicadora o a la fase sélida de una manera
dependiente del GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo expresado en el anterior, por ejemplo, si
el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo constituye una molécula de fusion que incluye una de
las alteraciones descritas en el presente documento y/o actia como una diana para un anticuerpo especifico. Ademas,
una célula de acuerdo con la invencion puede estar unida, por ejemplo, a una molécula indicadora o fase soélida
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independientemente del GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo expresado en el anterior, por
ejemplo, mediante la unién a anticuerpos o mediante reticulacién quimica.

Una molécula indicadora, comprendida en el ambito de la presente invencién, se entiende que es una molécula que
permite la deteccioén directa o indirecta si esta unida tanto en ausencia como en presencia de GABA(A)R, un fragmento
de GABA(A)R, u homologo del mismo, o la ausencia o presencia de un anticuerpo unido al anterior. Se conocen en la
técnica muchos tipos de moléculas indicadoras, incluyendo por ejemplo marcadores radioactivos, colorantes o
proteinas fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, tetrametilrodamina, proteina fluorescente verde (GFP)), haptenos
(por ejemplo, biotina) o enzimas (por ejemplo, alfa-galactosidasa A, luciferasa, fosfatasa alcalina o peroxidasa de
rabano picante, adecuadas para la deteccién usando colorantes convertibles en enzimas). Dichas moléculas
indicadoras pueden afadirse a la proteina diana tanto durante la sintesis de proteinas (inclusion de aminoacidos
marcados radioactivamente, generacion de proteinas de fusion) o tras la sintesis de proteinas mediante acoplamiento
quimico.

Una fase sdlida vinculada a la presente invencion se refiere a cualquier sustrato sélido, al cual puede unirse un
polipéptido, por ejemplo, mediante enlace covalente directo o indirecto o mediante union por afinidad via enlaces de
hidrégeno y/o interaccion lipdfila. Por ejemplo, GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo de la
presente invencion puede unirse al material de una placa de microvaloracion, la superficie de perlas magnéticas, una
membrana (por ejemplo, una membrana de nitrocelulosa o PVDF) a la fase solida de una columna o lamina de
cromatografia.

Ademas, La presente invencion proporciona un anticuerpo que se une al GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R u
homologo del mismo de acuerdo con la invencion, en el que el anticuerpo es un autoanticuerpo y/o es para su uso en
un procedimiento de prondstico o diagnostico de una enfermedad autoinmunitaria en un sujeto. De acuerdo con una
realizacion preferida, el anticuerpo de acuerdo con la invencién esta en forma aislada o inmovilizada.

Se describe ademas en el presente documento un acido nucleico y un vector que codifican un GABA(A)R, fragmento
de GABA(A)R u homdlogo del mismo de acuerdo con la invencion.

Dicho acido nucleico o vector se caracteriza porque el mencionado comprende una secuencia de acuerdo con la SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y/o SEQ ID NO: 6 o un complemento de la misma.

La SEQ ID NO: 3 corresponde al ORF que codifica la subunidad alfa 1 del GABA(A)R humano mientras que la SEQ
ID NO: 4 corresponde al ORF que codifica la subunidad beta 3 del GABA(A)R humano y la SEQ ID NO: 6 corresponde
al ORF que codifica la subunidad gamma 2 del GABA(A)R humano.

El acido nucleico o vector comprende una secuencia que tiene al menos un 70 %, al menos 75, al menos 80, al menos
90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos 99 % de identidad de la secuencia con las
secuencias de acuerdo con la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y/o SEQ ID NO: 6 o los complementos de las mismas.

El acido nucleico o vector comprende una secuencia que tiene al menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 200 o mas bases sucesivas o, respectivamente, los pares de bases de las secuencias de acuerdo con la
SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4 y/o la SEQ ID NO: 6 o los complementos de las mismas o de las secuencias que
tienen al menos un 70 %, al menos 75, al menos 80, al menos 90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos
98 o al menos 99 % de identidad de la secuencia con las secuencias de acuerdo con la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4
y/o SEQ ID NO: 6 o los complementos de las mismas.

El vector puede ajustarse para la expresion del GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo de acuerdo
con la invencién. A este respecto, para la expresion del GABA(A)R, un homadlogo del mismo, o el fragmento del
GABA(A)R comprendido por varios polipéptidos o un homologo del mismo, es posible combinar tanto las secuencias
de codificacion de todos los polipéptidos, péptidos o proteinas que constituyen el GABA(A)R, el fragmento de
GABA(A)R, u homologo del mismo en un Unico vector o proporcionar un conjunto de vectores diferentes que, por
ejemplo, cuando se transfieren en una célula o una poblacion de células, pueden servir para expresar el GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo que incluye los constituyentes respectivos. Por supuesto, es también
posible expresar diferentes constituyentes del GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homodlogo del mismo en
poblaciones de células diferentes.

A este respecto, una célula modificada genéticamente que expresa o expresa en exceso el GABA(A)R, fragmento de
GABA(A)R, u homologo del mismo de acuerdo con la invencion puede comprender uno o mas vectores (por ejemplo,
un conjunto de vectores como se ha descrito anteriormente). Dicha célula puede utilizarse mediante procedimientos
conocidos en la técnica para producir copias del vector o para expresar el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u
homologo del mismo de acuerdo con la invencion. A este respecto, se prefiere si la célula es una célula eucariota, mas
preferentemente una célula de mamifero, incluso mas preferentemente una célula humana y, lo mas preferentemente,
una célula humana inmortalizada tal como una célula HEK.

Se describe ademas en el presente documento un procedimiento in vitro para pronosticar o diagnosticar una
enfermedad autoinmunitaria, que comprende las etapas:
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a. poner una muestra liquida que comprende un anticuerpo procedente de un sujeto en contacto con un GABA(A)R,
un fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo o con la célula de acuerdo con la invencién o poner una
muestra de tejido procedente del sujeto en contacto con un anticuerpo de acuerdo con la invencion, y

b. detectar la union del anticuerpo al GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homadlogo del mismo, con la célula o
la muestra de tejido.

El procedimiento in vitro de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas cubre un procedimiento en el que, en una
primera etapa, una muestra liquida que comprende un anticuerpo de un sujeto se pone en contacto con un GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo de acuerdo con la invencion, y, en una segunda etapa, se detecta la
unién de un anticuerpo procedente de la muestra liquida al GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo
0 a la célula de acuerdo con la invencién, es decir, una célula que expresa o expresa en exceso el GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo.

Asi como, el procedimiento in vitro de acuerdo con la invencién cubre un procedimiento en el que, en una primera
etapa, una muestra de tejido de un sujeto se pone en contacto con un anticuerpo de la invencion, y, en una segunda
etapa, se detecta la union de dicho anticuerpo a dicha muestra de tejido.

De acuerdo con una realizacion preferida, en una etapa que precede a la etapa que se ha descrito anteriormente, se
proporciona un liquido o una muestra de tejido de un sujeto.

Una muestra liquida de acuerdo con la invencion puede ser cualquier fluido corporal, siempre que contenga
anticuerpos. Por ejemplo, una muestra puede ser liquido cefalorraquideo (CSF), sangre o plasma sanguineo, linfa,
fluido intersticial.

Una muestra de tejido de acuerdo con la invencion puede estar constituida por células individuales o un agregado de
células unidas tanto entre si directamente como a través de una matriz extracelular. De acuerdo con una realizacién
preferida, la muestra de tejido es de origen neural, por ejemplo, del sistema nervioso central, el sistema nervioso
periférico o el sistema nervioso autdbnomo. Alternativamente, la muestra de tejido puede ser tejido de ganglios linfaticos.

La unién de un anticuerpo al GABA(A)R, un fragmento u homdlogo del mismo en linea con las ensefianzas inventivas
puede explicarse usando una variedad de procedimientos de deteccidon conocidos por una persona experta en la
materia, por ejemplo, microscopia de inmunofluorescencia o espectroscopia, luminiscencia, espectroscopia de RMN,
radioactividad, reticulacion quimica, resonancia de plasmon superficial, electroforesis en gel nativo o actividad
enzimatica. Aunque algunos de estos procedimientos permiten la deteccion directa del complejo, se prefiere que una
de las moléculas asociadas, preferentemente el anticuerpo o, mas preferentemente, un segundo anticuerpo de unién
al anticuerpo, estén marcados con el fin de que el complejo pueda detectarse especificamente debido a las
propiedades intrinsecas del marcador, por ejemplo, la fluorescencia, radioactividad, actividad enzimatica, visibilidad
en la RMN o los espectros de IRM o similares. En una realizacion preferida, el diagnéstico o el prondstico se lleva a
cabo usando un procedimiento seleccionado entre el grupo que comprende la transferencia western,
inmunotransferencia en mancha, micromatriz de proteinas, ELISA, inmunotransferencia en linea, microscopia de
inmunofluorescencia indirecta. Alternativamente, se pueden usar mas de uno de estos procedimientos de una manera
complementaria para obtener resultados mas fiables.

En una realizacion preferida, los procedimientos de prondstico, diagnostico, o el kit de ensayo en linea con las
reivindicaciones adjuntas contempla el uso de una inmunotransferencia en linea. La persona experta en la técnica
esta familiarizada con la configuracion experimental de las inmunotransferencias en linea, que se describe en el estado
de la técnica.3*3% En resumen, el uno o mas antigenos de interés, en el caso de la presente invencion, el GABA(A)R,
un fragmento u homologo del mismo que comprende al menos parte de la subunidad alfa uno, puede unirse a un
transportador, por ejemplo, una membrana de nitrocelulosa, y a menudo en combinacién con antigenos y controles
adicionales. El transportador de nitrocelulosa se expone posteriormente a una muestra del paciente que comprende
anticuerpos tales como un suero diluido. Si la muestra comprende un anticuerpo de unién al antigeno, se forma un
complejo que se puede detectar, preferentemente mediante incubacion con unién de anticuerpo secundario a la region
constante del primer anticuerpo, cuyo anticuerpo secundario comprende un marcador detectable, por ejemplo, un
isétopo radioactivo, un colorante fluorescente o, en una realizacion preferida, una enzima activa fusionada o unida al
anticuerpo secundario, tal como la fosfatasa alcalina, que se puede evaluar faciimente usando sustratos cromégenos
seguido por un simple examen visual. Los reactivos, dispositivos y paquetes de software adecuados estan
comercialmente disponibles, por ejemplo de EUROIMMUN, Lubeck, Alemania.

En ofra realizacion preferida, los procedimientos de prondstico, diagnostico, o el kit de ensayo con las reivindicaciones
adjuntas contempla el uso de inmunofluorescencia indirecta. La persona experta en la técnica esta familiarizada con
dichas técnicas y la preparacion de las muestras adecuadas, que se describen en el estado de la técnica.36:37:3 En
resumen, un transportador, tal como un cubre de vidrio para su uso en un microscopio, se reviste con células o
secciones de tejido que comprende el antigeno, en el caso de la presente invencion, el GABA(A)R, un fragmento u
homologo del mismo que comprende al menos parte de la subunidad alfa uno. El transportador que comprende el
antigeno se expone a una muestra del paciente que comprende anticuerpos tales como suero diluido. Si la muestra
comprende un anticuerpo de unién al antigeno, se puede detectar el complejo resultante, preferentemente mediante
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incubacioén con un anticuerpo secundario que comprende un colorante fluorescente tal como fluoresceina, seguido por
examen vidual usando microscopio de fluorescencia.

Los reactivos, dispositivos y paquetes de software adecuados estan comercialmente disponibles, por ejemplo de
EUROIMMUN, Lubeck, Alemania.

Asimismo, se proporciona un kit de ensayo en el contexto de la presente invencion, cuyo kit de ensayo comprende
uno o mas GABA(A)R, fragmentos de GABA(A)R u homdlogos del mismo de acuerdo con las reivindicaciones
adjuntas. De acuerdo con una realizacion preferida, el kit de ensayo es para la deteccién de anticuerpos y comprende
antigenos en la forma de uno o mas GABA(A)R, fragmentos de GABA(A)R u homadlogos del mismo de acuerdo con
las reivindicaciones adjuntas. A este respecto, un kit de ensayo puede comprender, por ejemplo, diferentes
subunidades individuales del GABA(A)R o fragmentos potencialmente inmunégenos u homélogos de mismo, o las
combinaciones de dichos compuestos. Es por supuesto posible proporcionar un kit de ensayo Uutil para detectar
anticuerpos asi como GABA(A)R, fragmentos de GABA(A)R u homdlogos del mismo.

Ademas, La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende GABA(A)R, un fragmento
de GABA(A)R u homdlogo del mismo y/o una célula de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencidon puede comprender una o mas sustancias
farmacéuticamente activas ademas del polipéptido de acuerdo con la invenciéon. Ademas, una composicion
farmacéutica de acuerdo con la invencién puede comprender uno o mas excipientes farmacéuticos. La composicion
farmacéutica de acuerdo con la invencion es particularmente Util para la unién/absorcion de anticuerpos de diferentes
clases (IgA, IgG) de la sangre o el plasma de un sujeto y en concreto, para el tratamiento extracorpéreo de un trastorno
autoinmunitario. Por ejemplo, dicha composicion farmacéutica puede emplearse en inmunoferesis. A este respecto, la
presente invencién proporciona también un dispositivo médico revestido con un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R
u homadlogo del mismo o una composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas. Por ejemplo,
dicho dispositivo médico puede ser un dispositivo empleado en el intercambio de plasma convencional o en
inmunoferesis y que comprende superficies que entran en contacto con sangre o plasma del sujeto que se va a tratar.

Ademas, la presente invencion proporciona un dispositivo médico o diagnodstico revestido con un GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo o con una célula, de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

Dicho dispositivo médico o diagndstico puede ser un dispositivo que se puede poner en contacto con una muestra
liquida o de tejido de un sujeto, tal como un porta de microscopio, un cubre, una perla magnética u otro transportador,
una placa de microvaloracion o un dispositivo para cultivar células en el anterior, por ejemplo, una placa petri o placa
de cultivo. De acuerdo con otra realizacién, dicho dispositivo puede ser un dispositivo usado en plasmaféresis o
inmunoferesis, cuyo dispositivo se pone en contacto con el plasma de un paciente para unirse y extraer
autoanticuerpos. Los dispositivos diagndsticos adecuados tales como biochips, microplacas para ELISA,
inmunotransferencias en linea o perlas revestidas estan comercialmente disponibles, por ejemplo de EUROIMMUN,
Lubeck, Alemania.

Ademas, la presente invencion proporciona también un procedimiento para tratar una enfermedad autoinmunitaria en
un sujeto de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas, comprendiendo el procedimiento las etapas de

a. someter una muestra liquida que comprende anticuerpos de un sujeto a un procedimiento diagndstico in vitro
de la invencion, y

b. tratar al sujeto con al menos una sustancia farmacéutica adecuada y/o intercambio de plasma.

Una sustancia farmacéutica adecuada, de acuerdo con la invencién puede incluir una sustancia que modula, en
concreto suprima, el sistema inmunitario de un sujeto o una parte especifica del mismo. De acuerdo con una realizacion
preferida de la presente invencion, la sustancia farmacéutica adecuada puede ser un farmaco inmunosupresor tal
como uno seleccionado del grupo que consiste en Rituximab, prednisona, metilprednisolona, ciclofosfamida,
micifenolato de mofetilo, inmunoglobulina intravenosa, tacrolimus, ciclosporina, metotrexato y azatioprina.

Ademas de la administracion de inmunosupresores, el paciente puede tratarse también con sustancias farmacéuticas
adecuadas para el tratamiento de los sintomas y dolencias relacionadas o producidas por el trastorno autoinmunitario
que se va a tratar. De acuerdo con una realizacion preferida, la etapa b. referida anteriormente incluye por tanto
también la administracién de otros compuestos tales como farmacos antiepilépticos. Dichos farmacos antiepilépticos
pueden seleccionarse del grupo que consiste en clonazepam, fenitoina, lamotrigina, fenobarbital, acido valproico,
levetiracetam, carbamazepina, tiagabina, felbamato, pregabalina, primidona y gabapentina.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional, los inmunosupresores y farmacos antiepilépticos pueden
administrarse al paciente en paralelo o en sucesion.

Ademas, la presente invencion proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad autoinmunitaria en un sujeto,
comprendiendo el procedimiento las etapas de
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a. extraer sangre o plasma de un sujeto,

b. poner en contacto la sangre o el plasma con la composicion farmacéutica o el dispositivo médico de la invencion
a fin de retirar los anticuerpos asociados a la enfermedad, y

c. readministrar la sangre o el plasma al sujeto.

En dicho procedimiento, por ejemplo, inmunoferesis, los anticuerpo asociados a la enfermedad se retiran del plasma
del sujeto poniendo la sangre o el plasma en contacto con el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del
mismo inmovilizado de acuerdo con la invencion. Se han descrito los procedimientos correspondientes, por ejemplo,
para el tratamiento de una miocardiopatia dilativa basandose en la secuencia del receptor beta-adrenérgico.®®

De acuerdo con una realizacion preferida, la inmunoferesis puede combinarse con otros modos de tratamiento, por
ejemplo, la administracion de compuestos inmunosupresores o compuestos para el tratamiento de los sintomas
asociados con la enfermedad autoinmunitaria descrita en el presente documento.

La presente invencion proporciona también un procedimiento para aislar un anticuerpo que se une a un GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo, comprendiendo el procedimiento las etapas de

a. poner una muestra que comprende un anticuerpo que se une a un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u
homologo del mismo, en contacto con el GABA(A)R, el fragmento de GABA(A)R u homadlogo del mismo de acuerdo
con las reivindicaciones adjuntas,

b. aislar un complejo que comprende el GABA(A)R, un fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo y el
anticuerpo,

c. disociar el complejo aislado en la etapa c, y
d. separar el anticuerpo del GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homadlogo del mismo o la célula.

De acuerdo con una realizacion preferida, la etapa A esta precedida por la etapa adicional de proporcionar una muestra
que comprende un anticuerpo que se une a GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homalogo del mismo, por ejemplo,
el anticuerpo de la invencion. Dicha muestra puede ser, por ejemplo, una muestra liquida como se ha mencionado
anteriormente en el presente documento, o por ejemplo, un sobrenadante procedente de una muestra de tejido o de
un cultivo celular.

La enfermedad autoinmunitaria es una enfermedad autoinmunitaria del sistema nervioso, preferentemente, encefalitis
autoinmunitaria. Alternativamente, la invenciéon se refiere a enfermedades en asociacién con anticuerpos contra
GABA(A)R.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Hallazgos de IRM en el paciente n.° 1

En el dia n.° 3 de la admision la IRM de este paciente mostré multiples anomalias corticales-subcorticales con una
sefializacion de FLAIR/T2 aumentada que implicaba el I6bulo temporal izquierdo y las regiones parasagitales frontales
(A, E). En el dia n.° 10, una repeticion de la IRM mostré un aumento del tamario de la lesion temporal y una nueva
lesion cortical en el I16bulo frontal izquierdo (B, F). La repeticion de las IRM en los dias n.° 22 y 48 no muestra cambios
sustanciales (no se muestra). Otra IRM obtenida 4 meses después del inicio de la enfermedad muestra numerosas
anomalias multifocales junto con atrofia difusa y un aumento del tamafo de los ventriculos (C, G). Una repeticion de
la IRM dos meses después, 6 meses después del inicio de los sintomas muestra una mejora y resolucion sustanciales
de las anomalias asi como una mejora de la dilatacion ventricular (D, H).

Figura 2: Hallazgos de IRM en el paciente con el indice n.° 2

En el dia 2 de la admision, la IRM de este paciente mostré multiples areas de anomalia de la sefalizacion FLAIR/T2
que implicaban predominantemente a las regiones corticales (A-C), sin edema, efecto de masa, o potenciacion del
contraste (no se muestra), pero con pérdida de definicion de la unién de la materia gris-blanca. En el dia 14, la
repeticion de la IRM muestra un aumento del intervalo de la implicacion cortical-subcortical, con edema en el I6bulo
temporal derecho (D-F). Las IRM posteriores mostraron un empeoramiento marcado de estas anomalias que
implicaban ahora extensamente regiones corticales y subcorticales (G-I).

Figura 3: Descargas periodicas generalizadas en pacientes con encefalitis y anticuerpo contra GABA(A)R

El registro en A corresponde al EREG del paciente n.° 1 obtenido un mes después de la admision; indica la presencia
de descargas epileptiformes generalizadas. El registro en B corresponde al paciente n.° 2; Este paciente mostré
inicialmente actividad epileptiforme en el l16bulo temporal derecho con tendencia a la generalizacion en registros
posteriores, como se muestra en B.
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Figura 4: Reactividad de CSF de un paciente con anticuerpos GABA(A)R con cerebro de rata

El CSF del paciente mostré una inmunotincion extensa y difusa del neurdpilo de las regiones corticales y subcorticales
(A). Este modelo de reactividad del neurdpilo sugirié la presencia de anticuerpos contra un antigeno superficial de las
células neuronales, que se confirmd en cultivos de neuronas vivas de hipocampo de rata (B). Los paneles C y D
muestra un estudio similar usando CSF de un control individual sin anticuerpos GABA(A)R. En B y D se contratifio el
nucleo de las neuronas con DAPI. Barra de escala en C=2 mm y en D = 20 micrémetros.

Figura 5: Reactividad del CSF del paciente con el hipocampo y el cerebelo de rata a un aumento elevado

Los paneles A y B muestran la reactividad del CSF de un paciente (1.4) con hipocampo y cerebelo de rata. Los paneles
C y muestran la ausencia de reactividad de un CSF del control. Barras de escala = 500 micrometros.

Figura 6: Reactividad del suero de un paciente con células HEK vivas que expresan GABA(A)R

Reactividad de células HEK vivas que expresan las subunidades alfa 1 y beta 3 humanas del GABA(A)R con el suero
de un paciente y un anticuerpo monoclonal contra la subunidad alfa 1 (B). Se muestran en C las reactividades
combinadas. Se muestra un ensayo similar con suero de un individuo normal en (D-F). Se muestran los nucleos de
las células con DAPI en C y F. Se indica la reactividad especifica de los anticuerpos del paciente con células que
expresan GABA(A)R y la buena localizacién simultanea con la reactividad del anticuerpo comercial. Barras de escala
= 20 micrémetros.

Figura 7: Inmunoabsorcion del GABA(A)R del anticuerpo sérico y reactividad cerebral y neuronal

Los paneles A y C muestran la reactividad del suero del paciente tras la inmunoabsorcién con células HEK no
transfectadas. Los paneles B y D muestran que esta reactividad se elimind después que se inmunoabsorbido el suero
con células HEK que expresan el GABA(A)R. Barra de escala en A y C = 500 micrémetros, Barra de escala en By D
= 20 micrémetros.

Figura 8: Estudios de inmunocompeticion que demuestran que los anticuerpos del paciente reconocen los
mismos epitopos del GABA(A)R

Reactividad con cerebro de rata de la IgG biotinilada de un paciente con anticuerpos GABA(A)R en el que el tejido se
ha preincubado con suero de un individuo normal (A y B), el suero del mismo paciente cuya IgG se ha biotinilado (C,
D) y el suero de otro paciente con anticuerpos GABA(A)R. Se indica la drastica disminuciéon de la reactividad
(competicion por los mismos epitopos del GABA(A)R en los paneles E y F en comparacion con Ay B. Los paneles C
y D (la competicion con el suero del mismo paciente sirve para demostrar los antecedentes de la reactividad). Barra
de escala para A, C, E = 1 mm; Barra de escala para B, D y E = 200 micrémetros.

Figura 9: Los anticuerpos del paciente se unen selectivamente a GABA(A)R y alteran la localizacion del
GABA(A)R en neuronas vivas

A) se tifieron 14 neuronas div vivas con CSF del paciente que contenia anticuerpos GABA(A)R (verde, panel
derecho, imagen mas superior), a continuacion se fijaron y tifieron con anticuerpos GABA(A)R comerciales (rojo,
panel de la derecha, imagen intermedia). B) La cuantificacién de la localizacion simultanea entre anticuerpos del
CSF del paciente y el anticuerpo GABA(A)R comercial muestra que el 89+3 % de los receptores marcados por los
anticuerpos del paciente se marcaron simultdaneamente con el anticuerpo comercial contra GABA(A)R, y 11£3 %
no se marcaron. C) 14 neuronas div se incubaron con CSF del paciente durante 48 horas y se tifieron
posteriormente para el GABA(A)R postsinaptico (verde, panel de la izquierda) y el vGAT presinaptico (rojo, panel
de la derecha, superpuesto con la sefializacion del panel de la izquierda). los GABA(A)R sinapticos (muestra una
punta amarilla en las condiciones del control) se redujeron mucho tras el tratamiento con CSF del paciente.

D) El numero de grupos GABA(A)R junto con las dendritas de las neuronas tratadas con CSF del paciente no es
diferente del numero de neuronas tratadas con el CSF del control (Preuba de Mann-Whitney, p = 0,6). E) En
contraste, el numero de GABA(A)R localizados en las sinapsis disminuyé significativamente en neuronas tratadas
con el CSF del paciente en comparacion con las neuronas tratadas con el CSF del control (40 %%0,3 en
comparacion con el control como 100 %, Prueba de Mann-Whitney, p< 0,0001). F) el CSF del paciente no afecta
a los grupos de gefirina (postsinaptica) marcados simultdneamente con vGAT (presinaptica) a lo largo de una
dendrita cuando se compara con los efectos del CSF del control (Prueba de Mann-Whitney, p = 0,5).

Ejemplos
Ejemplo 1: Pacientes

Desde agosto de 2012 hasta febrero de 2013, dos pacientes con encefalitis, convulsiones refractarias, y CSF que
muestran un modelo similar de reactividad con las proteinas de la superficie celular del neurépilo de cerebro de rata
se identificaron prospectivamente (indice de los pacientes 1 y 2). La gravedad del cuadro clinico y la identidad
desconocida del antigeno incitd a los investigadores a aislar y caracterizar este y a revisar retrospectivamente la
informacién clinica e inmunitaria de los pacientes con caracteristicas similares.
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Desde abril de 2006 hasta abril de 2013, el suero y el CSF de 1134 pacientes con encefalitis y convulsiones
sospechosas de ser autoinmunitarias se estudiaron en el Department of Neurology, del Hospital of the University of
Pennsylvania o en el Service of Neurology, del Hospital Clinic, de la University of Barcelona (actualmente, Center of
Neuroimmunology, Institut d'Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer [IDIBAPS]).

De estos 1134 pacientes, 356 (44 %) tenian suero o anticuerpos CSF que hicieron reaccionar con superficies
celulares/antigenos sinapticos celulares, y 140 tenian la triada encefalitis, convulsiones, y anticuerpos contra
antigenos desconocidos del neurdpilo de cerebro de rata. El suero y el CSF de estos pacientes se volvié a examinar
para la reactividad del anticuerpo con caracteristicas similares a las de los casos del indice. Ademas, Se ensayaron
de manera similar el suero de 30 individuos normales (donantes sanos) y el suero o el CSF de 217 pacientes con
diversos trastornos, incluyendo 65 con anticuerpos contra la acido glutamico decarboxilasa 65 (GAD65), 25 con
anticuerpos NMDAR, 21 con anticuerpos GABA(B)R, 23 con opsoclono-mioclono, 12 con anticuerpos LGI1, 12 con
anticuerpos Hu, 9 con encefalitis posterior a virus del herpes simple, 30 con esclerosis multiple, y 20 con trastornos
degenerativos no inflamatorios.

Se homologaron los estudios por los comités de revision institucionales de la Universidad de Pensilvania y la
Universidad de Barcelona.

a) Caso indice 1

Esta chica de 16 afios de edad se presentd en el hospital con unos antecedentes de cuatro dias de fatiga y cefalea
graves, acompafiadas por vértigo, nauseas y escotomas centelleantes. La paciente se quejaba de algunos meses de
dificultades de memoria, disfuncién cognitiva, ansiedad, estado de animo deprimido y fatiga. Sus antecedentes
médicos anteriores eran significativos de un linfoma de Hodgkin que estaba en remision debido a que se habia
completado una quimioterapia y radiacion 10 meses antes. En el quinto dia de admision, ella tuvo convulsiones tonicas-
clonicas generalizadas y progreso rapidamente a tener convulsiones frecuentes. El recuento sanguineo completo, la
proteina C reactiva y la velocidad de sedimentacion de los eritrocitos fueron normales. El ensayo de la peroxidasa
antitiroidea, la antitiroglobulina, los anticuerpos antinucleares, los anticuerpos citoplasmicos antineutrdfilos, y los
anticuerpos paraneoplasicos (Hu, Ri, Yo, CRMP5, anfifisina) fueron negativos. La UIRM del cerebro en el dia 3
demostré multiples foci de la sefializacion de T2/FLAIR aumentada en ambos hemisferios (Figura 1A, E). el analisis
del CSF mostré una presion de abertura normal, 23 glébulos blancos (WBC) mm?®(69 % de linfocitos), citologia normal,
y concentraciones de proteina y glucosa. La tincién Gram, cultivos rutinarios y el ensayo de la PCR para el virus del
herpes simple, Enterovirus y Mycoplasma pneumoniae fueron negativos. La serologia para Cytomegalovirus, virus de
Epstein Barr, Arbovirus, Barfonella henselae, y la enfermedad de Lyme fueron negativos.

Se inicié un tratamiento con altas dosis de metilprednisolona se iniciaron en el dia 7. Se requirieron dosis muy altas
de fenobarbital para suprimir las convulsiones electrograficas. Un ciclo posterior de plasmaféresis en dias alternativos
durante una semana fracas6 en mejorar el modelo de convulsién. En el dia 10, la repeticion de la IRM cerebral mostré
un aumento del tamafio de las anomalias de FLAIR/T2, principalmente en el l16bulo temporal izquierdo, y nuevas
lesiones corticales y subcorticales multifocales en ambos hemisferios cerebrales (Figura 1B, F). La biopsia cerebral en
el dia 14 demostré una gliosis astrocitica reactiva difusa intensa a lo largo de la corteza asociada con activacion de la
microglia y una poblacién de linfocitos T reactivos. Algunos dias después, Se identificaron anticuerpos contra
antigenos superficiales de las células neuronales en su CSF. Ella recibié una dosis alta de corticoesteroides,
inmunoglobulina intravenosa, rituximab y ciclofosfamida. Se continud el coma con fenobarbital durante cuatro meses
momento en el cual se produjeron convulsiones completas si se dej6 disminuir el nivel del fenobarbital. Los registros
del EEG demostraron descargas periddicas generalizadas posteriores en el primer mes de la admision (Figura 3, A).

después de tres meses, el EEG mostré mas descargas epileptiformes en el lado focal izquierdo. Se disminuyd la dosis
de fenobarbital y la paciente comenzo una lenta recuperacion neuroldgica con resolucion gradual del patron de EERG
encefalopatico. Cuatro meses después de la admision una repeticion de la punciéon lumbar mostré la resolucion de la
leucocitosis; sin embargo, la repeticion de la IRM mostré numerosas nuevas lesiones multifocales a lo largo del cerebro
con atrofia difusa y dilatacion ventricular ex-vacuo moderada (Figura 1 C, G). Seis meses después de su presentacion
inicial, la paciente comenzoé a mostrar una recuperacion neuroldégica mas rapida. La repeticion de la IRM no demostro
nuevas lesiones, la mejora o la resolucion de todas las lesiones previas, y la reduccion de la atrofia difusa observada
previa (Figura 1 D, H). La paciente fue transferida a una instalacion de rehabilitacion intrahospitalaria siete meses
después del ingreso y aproximadamente tres meses después experimentd significativas mejoras hasta el punto de
que la paciente fue capaz de comunicarse, comer, beber y arreglarse por si misma. La paciente podia andar distancias
cortas con asistencia minima. Diez meses después que la paciente se presentara por primera vez, la paciente recibié
el alta a domicilio y fue capaz de llevar a cabo la mayoria de actividades de la vida diaria de manera independiente.

b) Caso indice 2

Se ingresé a un hombre de 51 afios de edad en el hospital debido a los sintomas de cambio de comportamiento
rapidamente progresivos y a un nuevo inicio de psicosis. Antes del ingreso, el paciente se observo varias veces en el
departamento de urgencias de otro hospital donde se le diagnosticé un nuevo inicio de depresién y se tratd con
sertralina y alprazolam. Ademas, se quejaba de prurito generalizado y desarrollo un empeoramiento de la tension
arterial elevada. En varias ocasiones, la familia escuch6 al paciente decir que iba a matar a otras personas y a él
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mismo. Unos pocos dias antes del ingreso, se nego a salir de la cama, y se volvié apatico con una reduccion casi total
de la expresion verbal. Sus antecedentes médicos pasados eran relevantes de tensién arterial elevada, diabetes
mellitus, hipercolesterolemia, ictus (del cual se habia recuperado completamente), y purpura trombocitopénico
trombdtico tratado unos pocos afios antes con esplenoctomia y esteroides.

En el ingreso, el cuadro clinico se asemej6é a mutismo acinético, con periodos breves en los que el paciente pronuncio
espontaneamente algunas oraciones incoherentes. El dia del ingreso, el paciente indicé que tenia convulsiones
clénicas que implicaban el lado izquierdo de la cara y el brazo izquierdo que se resolvieron con diazepam y
levetiracetam intravenoso. Durante las siguientes 24 horas el paciente desarrollé insuficiencia respiratoria aguda
debido a neumonia, requiriendo intubacién y el ingreso en la unidad de cuidados intensivos. Dos dias después el
paciente desarrolld un estado epiléptico caracterizado por movimientos clonicos del lado izquierdo de la cara y del
brazo izquierdo, asociados con movimientos oculares sacadicos continuos hacia la izquierda que fueron refractarios a
todos los tratamientos, incluyendo levetiracetam, lacosamida, y fenitoina. El paciente se mantuvo en un coma
farmacologico, usando midazolam, propofol, y tiopental secuencialmente. Las convulsiones persistieron hasta la
muerte del paciente 10 semanas después del ingreso.

El EEG inicial, mostré una actividad epileptiforme en el I6bulo temporal derecho con una tendencia a la generalizacion
que en registros posteriores progreso a un patréon de actividad generalizada de ondas periédicas (Figura 3, B). La IRM
mostré multiples anomalias de la sefializacién FLAIR/T2 aumentada, que implicaban extensamente a la corteza sin
efecto de masa o potenciacion del contraste, pérdida de definicion de la union de la materia gris-blanca (Figura 2 A-
C). El estudio del CSF inicial fue normal, pero una repeticion del analisis del CSF varios dias después mostré bandas
de IgG e IgM oligoclonales sin bandas de suero correspondientes. Las siguientes pruebas fueron negativas: 1)
Estudios de enfermedades infecciosas de la sangre para la sifilis, virus de la hepatitis B y C, brucella melitensis,
borrelia burgdorferi, toxoplasma gondii, streptococcus pneumoniae, y legionella pneumophila; 2) Estudios del CSF
para las infecciones bacterianas y fungicas, virus del herpes simple 1y 2; virus del herpes 6 humano, citomegalovirus,
virus de la varicela zoster, virus JC y enterovirus, 3) panel para anticuerpos paraneoplasicos, y trastornos
reumatologicos/del tejido conectivo (anticuerpos contra ADNbc, Sm, Rib-P, PCNA, U1-RNP, SS-A/Ro, SS-B/la, Scl-
70, CENP-B, RNA Pal lll, Jo-1, Mi-2, PM-Scl, y ANCA), niveles del complemento, 4) electroforesis de proteinas séricas,
5) marcadores tumorales: CEA, AFP, Ca 19.9, PSA, y B-2-microglobulina. Se encontré que el paciente tenia niveles
bajos de anticuerpos de peroxidasa tiroidea (156 Ul/ml) y anticuerpos de troglobulina (158 Ul/ml).

tras excluir una etiologia infecciosa, se inicié el tratamiento del paciente con corticoesteroides e IVIG sin efecto
significativo. Una semana después, El paciente recibié 5 tratamientos de intercambio de plasma sin efecto clinico y
sin cambios en la IRM (Figura 2 D-F). En este tiempo, los estudios de laboratorio desvelaron anticuerpos séricos y de
CSF contra la superficie celular de las neuronas, y se inicié el tratamiento con ciclofosfamida (1 g por m?/ mes) y
rituximab (1 g cada 2 semanas). A pesar de estos tratamientos, el paciente no mostré mejora clinica o radioldgica y
continué con el estado epiléptico electrografico. La repeticion de las IRM mostré nuevas anomalias de FLAIR/T2 que
implicaban de forma difusa la corteza (Figura 2 G-l), y el paciente murié dos meses después del ingreso.

c) Resultados

seis pacientes incluyendo los dos casos indice cuyo suero se uso6 para la inmunoprecipitacion y 4 casos adicionales
cuyo suero se uso para los estudios de inmunoprecipitacion condujeron a la caracterizacion inicial de GABA(A)R como
el autoantigeno del trastorno (descrito a continuacion). los 6 pacientes (5 varones; con un intervalo de edad de 3-63
afios, mediana 22) con suero y CSF que mostraban una reactividad similar con el neurépilo de cerebro de rata
(bloqueando cada uno la reactividad de los otros en los estudios de inmunocompeticion) desarrollaron una
encefalopatia rapidamente progresiva que dio como resultado eventualmente convulsiones refractarias en todos los
pacientes, y un estado epiléptico y/o epilepsia parcial continua en 5 (Tabla 1). En todos los pacientes, los sintomas
epilépticos estuvieron precedidos o asociados con un cambio de comportamiento o la cognicion; ademas, algunos
pacientes desarrollaron confusion, discinesias, sintomas psiquiatricos, disfuncién verbal, o déficits motores focales.
Uno de los pacientes mas jovenes (varén de 3 afios de edad) tenia anticuerpos adicionales contra el GABA(B)R;
ademas de convulsiones, el paciente desarrollé también confusién, opsoclono, ataxia y corea. Cinco pacientes tuvieron
CSF andmalo, incluyendo pleocitosis leve (mediana 75 WBC/microlitro, intervalo 23-154), concentracion de proteina s
aumentada (mediana 60, intervalo 59-60 mg/dl) y/o bandas oligoclonales. Los seis pacientes tenian IRM cerebral
anomala, que mostraba con frecuencia extensas anomalias de FLAIR/T2, con implicaciéon cortical multifocal o difusa
sin potenciacion del contraste (Figura 1 y Figura 2); un paciente tenia también implicacion de los ganglios basales. En
todos los pacientes, el EEG mostro actividad epiléptica; dos de los pacientes con descargas periddicas generalizadas
(Figura 3). Ademas de los anticuerpos GABA(A)R, 3 pacientes tenian anticuerpos de peroxidasa tiroidea (TPO)=, uno
anticuerpos de acido glutamico decarboxilasa 65 (GAD65), y dos anticuerpos GABA(B)R (véase a continuacion). Otros
hallazgos sugiriendo una propension a la autoinmunidad o una desregulacion inmunitaria incluyeron unos
antecedentes anteriores de linfoma de Hodgkin en un paciente, y purpura trombocitopénico idiopatico en otro.

El tratamiento y el seguimiento se asemejaron en los 6 pacientes: 1 nifio recibio levetiracetam sin inmunoterapia y tuvo
una sustancial recuperacion (seguimiento a largo plazo no disponible). Los otros 5 recibieron inmunoterapia y
antiepilépticos multiples, 4 de los pacientes requiriendo coma inducido farmacolégicamente. Tres de estros pacientes
tuvieron una recuperacion total o parcial, y 2 murieron como resultado de septicemia durante la hospitalizacién durante
el estado epiléptico. Uno de los pacientes fue el nifio con anticuerpos GABA(B)R concomitantes indicados
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anteriormente, se identificaron anticuerpos (GABA(A)R tras esta muerte en las muestras de suero archivadas y CSF;
detalles clinicos y patoldgicos anteriormente descritos'®). El paciente de mas edad de la serie (63 afios) tenia también
anticuerpos GABA(B)R; el paciente se recuperd completamente de la encefalopatia grave asociada a GABA(A) y
GABA(B), y 7 afos después desarroll6 diplopia y hemiataxia con anticuerpos GAD de las cuales se recuperd también
completamente.

Ademas de los 6 pacientes con titulos de anticuerpos GABA(A)R en suero y CSF elevados, 12 pacientes tuvieron
titulos bajos de anticuerpos en suero. Tres de estos pacientes tuvieron estudios de anticuerpos CSF negativos y de
los otros 9 no estaba disponible el CSF. En estos 12 pacientes, la presencia de anticuerpos GABA(A)R podria solo
demostrarse con CBA vivas (células HEK que expresan las subunidades alfa 1 / beta 3 del GABA(A)R); no se detectd
reactividad relacionada con GABA(A)R con secciones de cerebro de rata y solo las muestras 7-13 mostraron una
reactividad leve con neuronas cultivadas. En la tabla 3 se muestra la informacién clinica. En resumen, los 6 pacientes
con encefalitis tuvieron convulsiones, uno de los mismos (caso n.° 7; un varon de 2 afios de edad) con estado epiléptico
refractario que requiri6 coma inducido farmacolégicamente. Entre los otros 6 pacientes, 2 tenian opsoclono-mioclono,
y 4 sindrome de persona rigida.

En general, 6 de 12 pacientes tuvieron otros anticuerpos neuronales ademas de los anticuerpos GABA(A)R: 5 tenian
anticuerpos GAD y 1 anticuerpos NMDAR. Lo hallazgos adicionales sugiriendo una propensioén a la autoinmunidad o
desregulacion inmunitaria incluyeron, anticuerpos TPO en 1 paciente, diabetes mellitus de tipo 1 en 2, y tiroiditis de
Hashimoto en 1.

El tratamiento y el seguimiento fueron evaluables en 6 pacientes. Se usé la inmunoterapia en 5/6 pacientes: 1 tuvo
una recuperacion completa, 3 una recuperacion parcial y 1 murié. El paciente que no recibiéd inmunoterapia tuvo
sindrome de persona rigida que se controld sintomaticamente con clobazam y baclofeno.

Ejemplo 2: Inmunohistoquimica del cerebro de ratén

Se sacrificaron ratas Wistar hembra adultas sin perfusion, y se extrajo el cerebro y se fij6 mediante inmersion en
paraformaldehido al 4 % durante 1 hora a 4 °C, se crioprotegieron en sacarosa al 40 % durante 48 horas, se incluyeron
en medio de compuesto para congelacion, y se congelaron instantaneamente en isopentano enfriado con nitrégeno
liquido. Secciones de tejido con un espesor de siete micrometros se incubaron a continuacién secuencialmente con
H20; al 0,3 % durante 15 minutos, suero de cabra al 5 % durante 1 hora, y CSF del paciente (1:5) o suero del control
(1:200), a 4 °C durante la noche. Tras usar los anticuerpos biotinilados secundarios adecuados (anticuerpo de cabra
dirigido contra BA-3000 humana, dilucion 1:2000), se desarroll6 la reactividad con el procedimiento de la avidina-
biotina-peroxidasa, como se notificd.

Ejemplo 3: Inmunocitoquimica en cultivos neuronales

se prepararon cultivos neuronales de hipocampo de rata como se ha notificado.® se incubaron neuronas vivas en
crecimiento sobre cubres durante 1 hora a 37 °C con suero de pacientes o del control (dilucion final 1:200) o CSF
(1:10). Tras retirar el medio y un lavado extenso con solucién salina tamponada con fosfato (PBS), las neuronas se
fijaron con paraformaldehido al 4 %, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1 % y se inmunomarcaron con anticuerpo
de cabra dirigido contra IgG humana conjugado con Alexa Fluor 488 (dilucion 1:1000, Invitrogen, A11013). Se
fotografiaron los resultados con un microscopio de fluorescencia usando el software Zeiss Axiovision (Zeiss,
Thornwood, NY).

Ejemplo 4: Inmunocitoquimica en células HEK293

a) Células fijadas

Se transfectaron células HEK293 con plasmidos que contenian la subunidad alfa 1 humana del GABA(A)R (nimero
de referencia: NM_000806.3; Numero del catalogo de Origene: SC119668; SEQ ID NO.: 1) o la subunidad beta 3
humana del receptor (nimero de referencia: NM_000814.3; Numero del catalogo de Origene: SC125324; SEQ ID NO:
2); las células transfectadas con un plasmido sin insercion se usaron como control. e hicieron crecer las células durante
24 horas tras la transfeccion antes de la evaluacion. Las células transfectadas se fijaron en paraformaldehido al 4 %,
se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,3 % y a continuacion se incubaron con suero del paciente (diluciones en serie
1:20 y superiores) o CSF (diluciones en serie 1:5 y superiores) junto con un anticuerpo de ratdn comercial contra la
subunidad alfa 1 del GABA(A)R (dilucién 1:5000, Millipore, MAB339) o subunidades beta 3 (dilucion 1:5000, Abcam
AB4046) durante 2 horas a temperatura ambiente, y los anticuerpos secundarios fluorescentes correspondiente
(anticuerpo de cabra dirigido contra IgG humana conjugado con Alexa Fluor 488, A11013, dilucién 1:1000; y anticuerpo
de cabra dirigido contra IgG de raton conjugado con Alexa Fluor 594, A11032, dilucién 1:1000; ambos de Invitrogen).
Se fotografiaron los resultados con un microscopio de fluorescencia usando el software Zeiss Axiovision.

b) Células vivas

Células HEK vivas se incubaron con suero (diluciones en serie 1:20 y superiores) o CSF (diluciones en serie 1:5 y
superiores) del paciente junto con los mismos anticuerpos comerciales contra GABA(A)R indicados anteriormente
durante 1 hora a 37 °C, se lavaron, se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 5 minutos. Tras el lavado, las

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2768 609 T3

células se incubaron a continuacion con los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con Alexa Fluor
indicados anteriormente.

Ejemplo 5: Inmunoprecipitacion e inmunotransferencia

Neuronas vivas obtenidas como anteriormente, se hicieron crecer en placas de 100 mm (densidad 1,5 x 108
neuronas/placa) y se incubaron a 37 °C con suero del paciente filtrado (diluciéon 1.200) durante 1 hora. A continuacion
se lavaron las neuronas con PBS, se lisaron con tampén (NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, tris (hidroximetil) aminometano
[Tris]-HCI 100 mM, desoxicolato acido al 0,5 %, Triton X-100 al 1 %, pH 7,5) que contenia inhibidores de la proteasa
(P8340; Sigma Labs), y se centrifugaron a 16,1 x 103 g durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se retuvo y se
incubo con perlas de proteina A/G agarosa (20423; Pierce, Rockford, IL) durante la noche a 4 °C, se centrifugo, y el
aglomerado que contenia las perlas con anticuerpos del paciente unidos al antigeno superficial de la célula diana se
lavaron a continuacién con tampon de lisis, se distribuyeron en alicuotas, y se mantuvieron a -80 °C. Se resuspendio
una alicuota de este aglomerado en tampon Laemmli, se sometio a ebullicion durante 5 minutos, se separ6 en una
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio del 4 al 15 % y se visualizaron las proteinas con el
gel de tincién EZBIlue (G1041; Sigma Labs). debido a la ausencia de diferencias entre las bandas visibles de EZBlue
entre las muestras del paciente y las muestras del control, Todas las proteinas precipitadas que corrieron a lo largo
del gel se analizaron usando la espectrometria de masas.

Ejemplo 6: Espectrometria de masas

Se llevo a cabo la espectrometria de masas en la Proteomics Facility en el Abramson Cancer Center de la University
of Pennsylvania. Las bandas de proteinas se digirieron con tripsina y se analizaron con una cromatografia de
nanoliquidos (nano LC) nanopulverizacion/trampa de iones lineal (LTQ) espectrometro de masas (Thermo Electron
Corporation, San Jose, CA) como se notificd.?” En resumen, 3 ml de muestra digerida con tripsina se inyectaron con
un automuestreado de Eksigent (Dublin, CA). Las muestras digeridas se separaron en una columna C18 de 10 cm,
usando nano LC de Eksigent con un caudal de 200 ml/minuto, gradiente de 45 minutos. se us6 la nanopulverizacion
en linea para pulverizar los péptidos separados enla LTQ, y se utilizé el software Xcalibur (Thermo Scientific, Waltham,
MA) para adquirir los datos en bruto. se investigaron los archivos de datos en bruto utilizando Mascot (Matrix Science,
Boston, MA) frente a las bases de datos NCBI y Swissprot (Swiss Institute of Bioinformatics (Basilea, Suiza).

Ejemplo 7: Estudios de inmunoabsorciéon e inmunocompeticion

A fin de determinar si la reactividad del cerebro a los anticuerpos del paciente fue especificamente debida a la union
de GABA(A)R, seis placas de 60 mm de células HEK 293 que expresaban GABA(A) se incubaron secuencialmente
con suero del paciente (1:200), cada placa durante 1 hora a 37 °C. tras la incubacion con las seis placas, el suero
inmunoabsorbido se incubd con secciones de hipocampo de rata, como anteriormente. El suero del paciente adsorbido
con células HEK 293 no transfectadas sirvié como control.

Para determinar si los anticuerpos del paciente se dirigieron contra antigenos y epitopos similares de GABA(A)R, Se
llevaron a cabo estudios de inmunocompeticion. Se aisl6 la IgG de un paciente cuyo suero contenia altos niveles de
anticuerpos IgG contra GABA(A)R usando proteina Ay perlas de sefarosa G, y posteriormente se eluyé y marco con
biotina, como se notificd (ref). Después, se incubaron las secciones del cerebro de rata con otros sueros del paciente
o del control (diluidos 1:5) durante la noche a 4 °C, se lavaron en PBS, y se incubaron posteriormente con la IgG
biotinilada humana indicada que contenia anticuerpos GABA(A)R (dilucion 1:40) durante 1 hora a temperatura
ambiente, y se desarroll6 la reactividad usando el procedimiento de la avidina-biotinperoxidasa. Se consideraron dos
sueros para competir por los mismos epitopos de GABA(A)R, cuando la preincubacion del tejido con un suero abrogé
la reactividad de la IgG del otro paciente.

Ejemplo 8: Analisis cuantitativo del inmunomarcado del GABA(A)R neuronal por los anticuerpos del paciente

Para determinar el grado de inmunomarcado del GABA(A)R por los anticuerpos del paciente, se incubaron neuronas
de hipocampo de rata (div) 14 dias in vitro con un CSF del paciente representativo (dilucion 1.20) durante 30 minutos,
a continuacion se lavaron, se fijaron y se incubaron con anticuerpo monoclonal de ratén comercial (Millipore 05-474;
1:500) contra una secuencia contenida en la subunidad beta 2/3 (que es un componente de la mayoria de GABA(A)R?)
seguido por los anticuerpos secundarios conjugados fluorescentes adecuados,, anticuerpo de cabra dirigido contra
IgG humana conjugado con Alexa Fluor 488 (A11013; dilucién 1:200) y anticuerpo de burro dirigido contra IgG de raton
conjugado con Alexa fluor 594 (A21203; dilucion 1:200, ambos de Invitrogen). Se obtuvieron imagenes con
microscopio confocal de barrido de laser (Leica TCS SP5). Ser ajustaron los niveles de luz laser y la ganancia y la
compensacion del detector en cada experimento de tal manera que no se saturaron los valores de pixeles en
cualquiera de las condiciones de tratamiento. Se determinaron los valores umbral de las imagenes, y se determiné el
numero de agrupaciones individuales a lo largo de las dendritas neuronales usando software interactivo (ImageJ).

Ejemplo 9: Analisis de los efectos estructurales de los anticuerpos del paciente en las agrupaciones de
GABA(A)R

Para determinar los efectos de los anticuerpos del paciente sobre el nimero y la localizacion de las agrupaciones de
GABA(A)R, 14 neuronas de hipocampo de rata div se trataron con CSF del paciente o del control (dilucion 1:20 en
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medio Neuro-Basal + B27; GIBCO, Carlsbad, CA) durante 2 dias. Cada dia, 20 de 300 microlitros de medio en cada
pocillo de cultivo se retiraron y se sustituyeron con 20 microlitros de CSF reciente del paciente o del control.
Aproximadamente 16 neuronas div, se fijaron en paraformaldehido preparado recientemente (paraformaldehido al
4 %, sacarosa al 4 % en solucién salina tamponada con fosfato) durante 5 minutos, se permeabilizaron en Triton X-
100 al 0,25 % durante 10 minutos, y se bloquearon en suero de cabra normal al 5 % durante 1 hora. A continuacion
se incubaron las neuronas con el anticuerpo monoclonal indicado contra la subunidad beta 2/3 (dilucién 1:500), o un
anticuerpo monoclonal de ratén contra gefirina (dilucion 1:200, Synaptic Systems, 147011), o un anticuerpo policlonal
de cobaya contra el transportador vesicular de GABA (VGAT, dilucién 1:1000; Synaptic Systems, 131004) o un
anticuerpo de conejo contra GluN1 (anti-NMDARI, dilucion 1:100; Millipore, AB9864R) durante 2 horas, seguido por
los anticuerpos secundarios conjugados fluorescentes adecuados (anticuerpo de cabra contra IgG de raton conjugado
con Alexa Fluor 488, A-11001, dilucién 1:200; anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de cobaya conjugado con Alexa
Fluor 594, A-11076, dilucion 1:200; anticuerpo de burro dirigido contra IgG de conejo conjugado con Cy5, dilucion
1:200, Jackson ImmunoResearch 711-175-152). se obtuvieron imagenes y se analizaron como anteriormente.

Ejemplo 10: Identificacion del antigeno diana como el GABA(A)R

Usando la inmunohistoquimica del suero y el CSF del cerebro de rata de los dos pacientes indice y 4 pacientes
adicionales se produjo un patrén similar de reactividad del neurépilo (Figura 4, A; Figura 5). Estudios posteriores con
cultivos de neuronas de hipocampo de roedores vivos demostraron que el antigeno diana estaba en la superficie
celular (Figura 4, B). La inmunoprecipitacion del antigeno diana usando el suero de un paciente, seguido por la
separacion electroforética de proteinas y la tincion con el gel EZBlue no producen ninguna banda especifica en
comparacion con el suero del control (no se muestran los datos). La espectrometria de masas de todas las proteinas
separadas demostrd que el suero del paciente, pero no el suero del control, tenia fragmentos de proteinas precipitadas
que contenian tres secuencias del GABA(A)R (subunidad beta 3; Tabla 2).

Ejemplo 11: Los anticuerpos del paciente reconocen una subunidad GABA(A)R expresada en células HEK
(ensayo basado en células)

Debido a que las subunidades beta 3 forman complejos con la subunidad alfa 1 del GABA(A)R, los inventores
ensayaron la reactividad de los anticuerpos del paciente con células HEK transfectadas con las subunidades alfa 1 o
beta 3 humanas, o una combinaciéon de ambas. Estos experimentos mostraron que todos los pacientes reconocieron
la expresion simultanea de las subunidades alfa 1 / beta 3 en suero o CSF, pero cuando las subunidades se evaluaron
individualmente, cuatro muestras del paciente reconocieron las subunidades alfa 1 y beta 3, solo una de las
subunidades alfa 1, y otra requirieron la expresion simultanea de alfa 1 /beta 3. Por este motivo, la expresion
simultanea de ambas subunidades se usoé para la determinacion de los titulos (Tabla 1). Para optimizar las CBA, los
inventores compararon la sensibilidad del ensayo usando células HEK vivas o fijadas y permeabilizadas (CBA viva, o
CBA fijada) que expresaban las subunidades alfa 1 / beta 3 del GABA(A)R. estos estudios mostraron que todos los
anticuerpos CSF de los pacientes fueron detectables con CBA vivas o fijadas, pero los anticuerpos séricos fueron
predominantemente visibles con CBA vivas (Figura 6).

La inmunoabsorcion de un suero representativo (que compitié con los anticuerpos de los otros 5 pacientes por los
mismos epitopos cerebrales) con células HEK que expresaban las subunidades alfa 1 / beta 3 del GABA(A)R dio como
resultado una anulacion de la reactividad con el cerebro de rata y los cultivos de neuronas, Confirmando
adicionalmente que esta reactividad estaba con el GABA(A)R (Figura 7).

Ejemplo 12: Identificacion de dos grupos inmunitarios de pacientes

Usando las CBA vivas indicadas, se identificaron 12 pacientes adicionales con anticuerpos contra la subunidad
GABA(A)R. En estos 12 pacientes, el titulo del anticuerpo sérico usando diluciones en serie de muestras fue siempre
<1:160; de 3 de estos pacientes (casos n.° 7, 12 y 18) el CSF estaba disponible y todos fueron negativos; de los otros
9 pacientes no estaba disponible el CSF. Se describe en el presente documento anteriormente un resumen de estos
pacientes y se muestra en la tabla 3. En resumen, 5 pacientes tuvieron encefalitis con convulsiones prominente (uno
con estado epiléptico refractario requiri6 coma inducido farmacolégicamente), 1 tenia encefalitis anti-NMDAR, 2
opsoclono-mioclono, y 4 sindrome de persona rigida (2 de ellos en asociacion con anticuerpos GAD).

En general, estos experimentos desvelaron dos grupos inmunitarios de pacientes, (1) los 6 pacientes descritos
anteriormente con titulos elevados de anticuerpos en suero (>1:160) y CSF, y (2) los 12 pacientes con titulos bajos de
anticuerpos en suero y/o anticuerpos ausentes en CSF. Mientras que los anticuerpos en pacientes del primer grupo
se demostraron con tres técnicas (inmunohistoquimica con cerebro de rata, neuronas cultivadas, y CBA), los
anticuerpos en pacientes del segundo grupo fueron solo detectables con CBA vivas (todos los casos) y se cultivaron
neuronas vivas (casos n.° 7-13).

Ejemplo 13: Los anticuerpos del paciente se unen selectivamente al GABA(A)R neuronal y eliminan los
receptores de las sinapsis

Los siguientes estudios se realizaron con CSF de un paciente representativo cuya reactividad cerebral era especifica
solamente por los anticuerpos GABA(A)R. La reactividad se anulé6 mediante preabsorcion en células HEK que
expresan GABA(A)R (similar a la Figura 7), y mediante ensayos de inmunocompeticidon con anticuerpos procedentes
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de los otros 5 pacientes con titulos altos de anticuerpos, indicando que todos los anticuerpos de los pacientes se
dirigen alos mismos epitopos (Figura 8). Para examinar el grado de reconocimiento del GABA(A)R por los anticuerpos
del CSF del paciente, el inmunomarcado de GABA(A)R se cuantifico mediante microscopia confocal (Figura 9A). Estos
resultados sugieren que el 89 % de los anticuerpos del paciente marcados con los grupos que contienen GABA(A)R
(Figura 9B). Para examinar los efectos de los anticuerpos del paciente sobre las sinapsis inhibidoras que contienen
GABA(A)R, las neuronas se trataron con los anticuerpos del CSF del paciente o un CSF de control durante 48 horas.
Estos estudios mostraron que la densidad de los grupos de GABA(A)R a lo largo de las dendritas no habia disminuido
significativamente (Figura 9C, panel izquierdo, puntos de color verde, Figura 9D), pero que los grupos de GABA(A)R
en las sinapsis, medidos como densidad de puntos marcados simultaneamente con el marcador presinaptico vGAT
se redujeron en gran medida (Figura 9C, puntos de color amarillo en el panel derecho superpuestos entre los puntos
verdes y rojos, Figura 9E). Este hallazgo sugiere que los anticuerpos presentes en el CSF del paciente, pero no en el
CSF de control, eliminaron GABA(A)R de los sitios sinapticos. El efecto era especifico de GABA(A)R ya que la
densidad de la agrupacién de otros marcadores sinapticos tales como gefirina (Figura 9F) y la subunidad GIuN1 del
NMDAR (no se muestran los datos) no se vio afectada.
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Tabla 2: Secuencias asiladas mediante inmunoprecipitacion con el suero del paciente

Secuencia Subunidad beta 3 de GABA(A)R, probabilidad Sequest XCorr Sequest

de identificacion del péptido a delta Cn
(R)LHPDGTVLYGLR(I) (+3H) 95 % 2,97 0,21
R)NVVFATGAYPR(L) (+2H) 95 % 3,21 0,55
(R)VADgLWVPDTYFLnDKK(S)(+3H) 95 % 2,98 0,42

Los datos de masa espectral se analizaron usando el motor de busqueda Sequest. La confianza del péptido se
determiné mediante puntuacién de correlacién cruzada que representa la sensibilidad, comparando el espectro de
fragmentacion experimental de los péptidos contra el espectro de fragmentacion tedrico previsto; y por el DeltaCn, que
representa la especificidad de la identificacion del péptido. Xcorr > 2 (+2 H), 2,5 (+3 H) y deltaCn > 0,2) indican un
buen espectro.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSTITUCIO CATALANA DE RECERCA | ESTUDIS AVANQATS (ICREA) INSTITUT
D\222INVESTIGACIONS BIOMEDIQUES AUGUST PI | SUNYER (ID IBAPS)

<120> Procedimiento diagndstico para detectar una enfermedad autoinmunitaria relacionada con gaba(a) y materia
objeto relacionada

<130> 103263PC
<160> 4

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 456

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> FUENTE

<222>1..456

<223> /mol_type="protein" /organismo="Homo sapiens"

<400> 1
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Met
Leu
Asp
Leu
Val
65

Ser
Trp
Leu
His
Leu
145
Thr
Ala
Glu
Ala
Val
225
Thr

Thr

Trp

Thr
Pro
305
Tyr
Phe
Lys
Ala
Gly
385
Lys
Ser

Ile

Leu

<210> 2

Arg
Leu
Glu
Leu
50

Thr
Asp
Lys
Asn
Asn
130
Leu
Val
His
Val
Glu
210
Asp
Thr

Tyr

Leu

Val
290
Lys
Ala
Thr
Pro
Pro
370
Leu
Pro
Lys

Phe

Lys
450

Lys
Ser
Leu
35

Asp
Glu
His
Asp
Asn
115
Gly
Arg
Arg
Ala
Val
195
Asp
Ser
His
Leu

Asn
275

Leu
Val
Phe
Lys
Lys
355
Thr
Ala
Glu
Ile
Asn

435
Ala

Ser
Thr
20

Lys
Gly
Val
Asp
Glu
100
Leu
Lys
Ile
Ala
Cys
180
Tyr
Gly
Gly
Phe
Pro

260
Arg

Thr
Ala
Val
Arg
340
Lys
Ala
Thr
Thr
Asp
420

Leu

Pro

Pro
Leu
Asp
Tyr
Lys
Met
85

Arg
Met
Lys
Thr
Glu
165
Pro
Glu
Ser
Ile
His
245
Cys

Glu

Met
Tyr
Phe
325
Gly
Val
Thr
Ile
Lys
405
Arg

Val

Thr

ES 2768 609 T3

Gly Leu Ser
Thr Gly Arg

Asn Thr Thr
40
Asp Asn Arg
55
Thr Asp Tle
70
Glu Tyr Thr

Leu Lys Phe

Ala Ser Lys

Asp

Ser

25

Val

Leu

Phe

I

le

Lys

105

Cys
10

Tyr
Phe
Arg
Val

Asp

90

Gly

Ile Trp

120

Ser Val Ala
135
Glu Asp Gly
150
Cys Pro Met

Leu Lys Phe

Trp Thr Arg

His Asn

Thr Leu

His Leu

170

Leu
Gly
Thr
Pro
Thr

75
Val
Pro
Thr
Met
Leu

155
Glu

Gly Ser Tyr

185

Glu Pro Ala

200
Arg Leu Asn Gln Tyr Asp

215

Val Gln Ser Ser Thr Gly

230

235

Leu Lys Arg Lys TIle Gly

250

Ile Met Thr Val Ile Leu

265

Ser Val Pro Ala Arg Thr
280

Thr Thr Leu Ser Ile Ser

295

Ala Thr Ala Met Asp Trp

310

315

Ser Ala Leu Ile Glu Phe

330

Tyr Ala Trp Asp Gly

345

Lys Asp Pro Leu TIle
360
Ser Tyr Thr Pro Asn

375

Ala Lys Ser Ala Thr

390

Pro Pro Glu Pro Lys

410

Lys
Lys
Leu
Ile

395
Lys

Leu Ser Arg Ile Ala Phe

425

Tyr Trp Ala Thr Tyr Leu
440

Pro His Gln
455

34

Trp
Gln
Arg
Gly

60
Ser
Phe
Met
Pro
Thr
140
Tyr
Asp
Ala
Arg
Leu
220
Glu
Tyr

Ser

Val

Ala
300
Phe
Ala
Ser
Lys
Ala
380
Glu
Thr

Pro

Asn

Ala Trp
Pro Ser

Ile Leu
45
Leu Gly

Phe Gly
Phe Arg

Thr Val
110

Asp Thr

125

Met Pro

Thr Met
Phe Pro

Tyr Thr
190

Ser Val

205

Leu Gly

Tyr Val
Phe Val
Gln Val

270

Phe Gly
285

Arg Asn
Ile Ala
Thr Val

Val Vval
350

Asn Asn

365

Arg Gly

Pro Lys
Phe Asn
Leu Leu

430

Arg Glu
445

Ile

15
Leu
Asp
Glu
Pro
Gln

95
Leu
Phe
Asn
Arg
Met
175
Arg
Val
Gln
Val
Ile
255

Ser

Val

Ser
Val
Asn
335
Pro
Thr
Asp
Glu
Ser
415
Phe

Pro

Leu
Gln
Arg
Arg
Val
80
Ser
Arg
Phe
Lys
Leu
160
Asp
Ala
Val
Thr
Met
240
Gln

Phe

Thr

Leu
Cys
320
Tyr
Glu
Tyr
Pro
Val
400
Val
Gly

Gln



<211> 473
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> FUENTE
<222>1..473
<223> /mol_type="protein" /organismo="Homo sapiens"

<400> 2
Met
1
Val
Asn
Asp
Met
65
Asp
Leu
Ala
Ser
Pro
145
Cys
Leu

Trp

Pro

Trp
Leu
Met
Ile
50

Asn
Tyr
Ala
Asp
Phe
130
Asp
Met
Glu

Arg

Gln
210

Gly
Val
Ser
35

Arg
Ile
Thr
Tyr
Gln
115
Val
Gly
Met
Ile
Gly

195
Phe

Leu
Ala
20

Phe
Leu
Asp
Leu
Ser
100
Leu
His
Thr
Asp
Glu
180
Gly

Ser

Ala
Val
Val
Arg
Ile
Thr
85

Gly
Trp
Gly
Val
Leu
165
Ser

Asp

Ile

ES 2

Gly Gly
Val Cys
Lys Glu
Pro Asp
55
Ala Ser
70
Met Tyr
Ile Pro
Val Pro
Val Thr
135
Leu Tyr
150
Arg Arg
Tyr Gly
Lys Ala

Val Glu
215

768 609 T3

Arg Leu Phe Gly
10
Cys Ala Gln Ser
25
Thr Val Asp Lys
40
Phe Gly Gly Pro

Ile Asp Met Val

75
Phe Gln Gln Tyr

90
Leu Asn Leu Thr
105
Asp Thr Tyr Phe
120

Val Lys Asn Arg

Gly Leu Arg Ile

155
Tyr Pro Leu Asp

170
Tyr Thr Thr Asp
185
Val Thr Gly Val
200

His Arg Leu Val

35

Ile
Val
Leu
Pro

60
Ser
Trp
Leu
Leu
Met
140
Thr
Glu
Asp

Glu

Ser
220

Phe
Asn
Leu

45
Val
Glu
Arg
Asp
Asn
125
Ile
Thr
Gln
Ile
Arg

205
Arg

Ser
Asp

30
Lys
Cys
Val
Asp
Asn
110
Asp
Arg
Thr
Asn
Glu
190
Ile

Asn

Ala

15
Pro
Gly
Val
Asn
Lys

95
Arg
Lys
Leu
Ala
Cys
175
Phe
Glu

Val

Pro
Gly
Tyr
Gly
Met
80
Arg
Val
Lys
His
Ala
160
Thr
Tyr
Leu

Val
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Phe
225
Arg
Ile
Ala
Ile
Ala
305
Leu
Gln
Arg
Leu
Ile
385
Gln
Gly
Ser

Asp

Leu
465

<210> 3

<211> 1371
<212> ADN

Ala
Asn
Thr
Ala
Asn
290
Ile
Leu
Arg
Ser
Thr
370
Gly
Tyr
Asp
Gln
Arg

450
Val

Thr
Ile
Ile
Arg
275
Thr
Asp
Glu
Gln
Lys
355
Ser
Asp
Arg
Arg
Leu
435

Trp

Tyr

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente
<222>1..1371
<223> /mol_type="ADN" /organismo="Homo sapiens"

<400> 3

Gly
Gly
Leu
260
Val
His
Met
Tyr
Lys
340
Ser
Leu
Thr
Lys
Ser
420
Lys

Ser

Trp

Ala
Tyr
245
Ser
Ala
Leu
Tyr
Ala
325
Lys
Glu
Glu
Arg
Gln
405
Leu
Ile

Arg

Leu

ES 2768 609 T3

Tyr Pro Arg Leu Ser Leu
230 235
Phe Ile Leu Gln Thr Tyr
250
Trp Val Ser Phe Trp Tle
265
Leu Gly Ile Thr Thr Val
280
Arg Glu Thr Leu Pro Lys
295
Leu Met Gly Cys Phe Val
310 315
Phe Val Asn Tyr Ile Phe
330
Leu Ala Glu Lys Thr Ala
345
Ser Asn Arg Val Asp Ala
360
Val His Asn Glu Met Asn
375
Asn Ser Ala Ile Ser Phe
390 395
Ser Met Pro Arg Glu Gly
410
Pro His Lys Lys Thr His
425
Lys Ile Pro Asp Leu Thr
440
Ile Val Phe Pro Phe Thr
455
Tyr Tyr Val Asn
470

36

Ser
Met
Asn
Leu
Ile
300
Phe
Phe
Lys
His
Glu
380
Asp
His
Leu

Asp

Phe
460

Phe
Pro
Tyr
Thr
285
Pro
Val
Gly
Ala
Gly
365
Val
Asn
Gly
Arg
Val

445
Ser

Arg
Ser
Asp
270
Met
Tyr
Phe
Arg
Lys
350
Asn
Ser
Ser
Arg
Arg
430

Asn

Leu

Leu
Ile
255
Ala
Thr
Val
Leu
Gly
335
Asn
Ile
Gly
Gly
Phe
415
Arg

Ala

Phe

Lys
240
Leu
Ser
Thr
Lys
Ala
320
Pro
Asp
Leu
Gly
Ile
400
Leu
Ser

Ile

Asn
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atgaggaaaa
ctgactggaa
gtcttcacca
ttgggagagc
tcagaccatg
aggttaaaat
atctggactc
atgcccaaca

acagtgagag

ccactaaaat
gagccagcac
cttggacaaa
accactcatt
tgcataatga
gcaagaactg
agaaactccc
tatgcectttg
ggttatgcat
cttattaaga
aggggcgacce
aagcccgaaa
cgactgtcaa

acgtatttaa

<210> 4
<211> 1422
<212> ADN

gtccaggtcet
gaagctatgg
ggattttgga
gtgtaaccga
atatggaata
ttaaaggacc
cggacacatt
aactcctgeg

ctgaatgtcc

ttggaagtta
gctcagtggt
cagtagactc
tccacttgaa
cagtgattct
tctttggagt
tcecctaaggt
tgttctcage
gggatggcaa
aaaacaacac
cgggcttage
caaaaccacc
gaatagcctt

acagagagcc

<213> Homo sapiens

<220>
<221> fuente
<222> 1. .1422

ES 2768 609 T3

gtctgactgt
acagccgtca
cagactccta
agtgaagact
tacaatagat
tatgacagtc
tttccacaat
gatcacagag

gatgcatttg

tgcttataca
tgtagcagaa
tggaattgtc
gagaaagatt
ctcacaagtc
aacaactgtg
ggcttatgceca
tctgattgag
aagtgtggtt
ttacgctcca
caccattgcet
agaacccaag
ccecgetgeta

tcagctaaaa

ctttgggcecet
ttacaagatg
gatggttatg
gatatcttcg
gtatttttcec
ctcecggttaa
ggaaagaagt
gatggcacct

gaggacttcc

agagcagaag
gatggatcac
cagtcaagta
ggctactttg
tcettetgge
ctcaccatga
acagctatgg
tttgccacag
ccagaaaagc
acagcaacca
aaaagtgcaa
aaaaccttta
tttggaatct

gccccecacac

<223> /mol_type="ADN" /organismo="Homo sapiens"

<400> 4

37

ggatcctcct
aacttaaaga
acaatcgect
tcaccagttt
gtcaaagctg
ataacctaat
cagtggccca
tgctgtacac

ctatggatgce

ttgtttatga
gtctaaacca
caggagaata
ttattcaaac
tcaacagaga
caacattgag
attggtttat
taaactattt
caaagaaagt
gctacacccce
ccatagaacc
acagtgtcag
ttaacttagt

cacatcaata

tctgagcaca
caataccact
gagaccagga
cggacccgtt
gaaggatgaa
ggcaagtaaa
caacatgacc
catgaggctg

ccatgcettge

atggaccaga
gtatgacctt
tgttgttatg
atacctgcca
gtctgtacca
catcagtgcce
tgcegtgtge
cactaagaga
aaaggatcct
taatttggcece
taaagaggtc
caaaattgac
ctactgggct

g

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1371
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atgtggggcce ttgcgggagg aaggcttttce ggecatcttet cggecceggt getggtgget 60
gtggtgtgct gcgcccagag tgtgaacgat cccgggaaca tgtcctttgt gaaggagacg 120
gtggacaagc tgttgaaagg ctacgacatt cgcctaagac ccgacttcgg gggtccccecg 180
gtctgegtgg ggatgaacat cgacatcgcce agcatcgaca tggtttccga agtcaacatg 240
gattatacct taaccatgta ttttcaacaa tattggagag ataaaaggct cgcctattcet 300
gggatcccte tcaacctcac gettgacaat cgagtggetg accagetatg ggtgeccgac 360
acatatttct taaatgacaa aaagtcattt gtgcatggag tgacagtgaa aaaccgcatg 420
atccgtcttc accctgatgg gacagtgctg tatgggctca gaatcaccac gacagcagca 480
tgcatgatgg acctcaggag ataccccctg gacgagcaga actgcactct ggaaattgaa 540
agctatggect acaccacgga tgacattgag ttttactgge gaggcgggga caaggcetgtt 600
accggagtgg aaaggattga gctcccgcag ttctceccateg tggagcaceg tetggtcteg 660
aggaatgttg tcttcecgeccac aggtgecctat cctecgactgt cactgagett teggttgaag 720
aggaacattg gatacttcat tcttcagact tatatgcccet ctatactgat aacgattcetg 780
tcgtgggtgt ccttctggat caattatgat gcatctgetg ctagagttge cctcgggatce 840
acaactgtgc tgacaatgac aaccatcaac acccaccttc gggagacctt gcccaaaatc 900
ccctatgtca aagccattga catgtacctt atgggetget tcegtetttgt gttectggece 960
cttctggagt atgcectttgt caactacatt ttctttggaa gaggccctca aaggcagaag 1020
aagcttgcag aaaagacagc caaggcaaag aatgaccgtt caaagagcga aagcaaccgg 1080
gtggatgctc atggaaatat tctgttgaca tcgetggaag ttcacaatga aatgaatgag 1140
gtctcaggcg gcattggcecga taccaggaat tcagcaatat cctttgacaa ctcaggaatc 1200
cagtacagga aacagagcat gcctcgagaa gggcatgggce gattcctggg ggacagaagce 1260
ctcccgcaca agaagaccca tctacggagg aggtcttcac agctcaaaat taaaatacct 1320
gatctaaccg atgtgaatgc catagacaga tggtccagga tcgtgtttce attcactttt 1380
tctcttttca acttagttta ctggctgtac tatgttaact ga 1422

<210>5

<211> 475

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1.475

<223> /mol_type="protein" /organismo="Homo sapiens"

<400> 5
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Leu

Tyr

Asp

65

Leu

Ser

Val

Tyr

Ala

50

Val

Arg

Ser

Phe

Pro

35

Ser

Thr

Pro

Pro

Ser

20

Gly

Asn

Val

Asp

Asn

Gln

Phe

Lys

Ile

Ile
85
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Ile

Lys

Thr

Thr

Leu

70

Gly

Trp

Met

Ser

Trp

55

Asn

val

Ser

Thr

Gln

40

Val

Asn

Lys

Thr

Val

25

Lys

Leu

Leu

Pro

39

Gly

10

Trp

Ser

Thr

Leu

Thr
90

Ser

Ile

Asp

Pro

Glu

75

Leu

Ser

Leu

Asp

Lys

60

Gly

Ile

Val

Leu

Asp

45

Val

Tyr

His

Tyr

Leu

30

Tyr

Pro

Asp

Thr

Ser

15

Leu

Glu

Glu

Asn

Asp

Thr

Ser

Asp

Gly

Lys

80

Met



Tyr

Ile

Asn

Ile

145

His

Arg

Gln

Ser

Ser

225

Ser

Gly

Gly

Leu

Thr

305

Ile

Leu

Val

Asp

Ser

130

Trp

Trp

Val

Leu

Ser

210

Ser

Phe

Asp

Tyr

Ser

290

Ser

Ala

Phe

Asn

Ile

115

Thr

Ile

Ile

Leu

His

195

Tyr

Val

vVal

Tyr

Phe
275

Trp

Leu

Arg

val

Ser

100

Phe

Ile

Pro

Thr

Tyr

180

Asn

Gly

Glu

Gly

Val

260

Thr

vVal

Gly

Lys

Ser
340

Ile

Phe

Lys

Asp

Thr

165

Thr

Phe

Tyr

Val

Leu

245

Val

Ile

Ser

Ile

Ser

325

val
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Gly

Ala

Val

Thr

150

Pro

Leu

Pro

Pro

Gly

230

Arg

Met

Gln

Phe

Thr

310

Leu

Cys

Pro

Gln

Leu

135

Phe

Asn

Arg

Met

Arg

215

Asp

Asn

Ser

Thr

Trp

295

Thr

Pro

Phe

Val

Thr

120

Arg

Phe

Arg

Leu

Asp

200

Glu

Thr

Thr

Val

Tyr

280

Ile

Val

Lys

Ile

Asn

105

Trp

Leu

Arg

Met

Thr

185

Glu

Glu

Arg

Thr

Tyr

265

Ile

Asn

Leu

Val

Phe
345

40

Ala

Tyr

Asn

Asn

Leu

170

Ile

His

Tle

Ser

Glu

250

Phe

Pro

Lys

Thr

Ser

330

val

Ile

Asp

Ser

Ser

155

Arg

Asp

Ser

Val

Trp

235

val

Asp

Cys

Asp

Met

315

Tyr

Phe

Asn

Arg

Asn

140

Lys

Ile

Ala

Cys

Tyr

220

Arg

vVal

Leu

Thr

Ala

300

Thr

Val

Ser

Met

Arg

125

Met

Lys

Trp

Glu

Pro

205

Gln

Leu

Lys

Ser

Leu

285

vVal

Thr

Thr

Ala

Glu

110

Leu

val

Ala

Asn

Cys

130

Leu

Trp

Tyr

Thr

Arg

270

Ile

Pro

Leu

Ala

Leu
350

Tyr

Lys

Gly

Asp

Asp

175

Gln

Glu

Lys

Gln

Thr

255

Arg

Val

Ala

Ser

Met

335

val

Thr

Phe

Lys

Ala

160

Gly

Leu

Phe

Arg

Phe

240

Ser

Met

Val

Arg

Thr

320

Asp

Glu
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Tyr

Lys

Ala

385

Asn

Leu

Arg

Met

Asn
465

<210>6
<211> 1428
<212> ADN

Gly

Asp

370

Pro

Ala

Asp

Thr

Asp

450

Leu

Thr

355

Lys

Thr

Thr

Gly

Gly

435

Ser

Val

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente
<222>1..1428

<223> /mol_type="ADN" /organismo="Homo sapiens"

<400> 6

Leu

Lys

Ile

His

Lys

420

Ala

Tyr

Tyr

Arg

Lys

Asp

Leu

405

Asp

Trp

Ala

Trp

Tyr

Lys

Ile

390

Gln

Cys

Arg

Arg

Val
470
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Phe

Asn

375

Arg

Glu

Ala

His

Ile

455

Ser

Val

360

Pro

Pro

Arg

Ser

Gly

440

Phe

Tyr

Ser

Leu

Arg

Asp

Phe

425

Arg

Phe

Leu

41

Asn

Leu

Ser

Glu

410

Phe

Ile

Pro

Tyr

Arg

Arg

Ala

395

Glu

Cys

His

Thr

Leu
475

Lys

Met

380

Thr

Tyr

Cys

Ile

Ala
460

Pro

365

Phe

Ile

Gly

Phe

Arg

445

Phe

Ser

Ser

Gln

Tyr

Glu

430

Ile

Cys

Lys

Phe

Met

Glu

415

Asp

Ala

Leu

Asp

Lys

Asn

400

Cys

Cys

Lys

Phe



atgagttcgce
cagaaaatga
aaatctgatg
gttcctgagg
cttecggectg
attggtccag
tggtatgaca

atggtgggga

cactggatca

accctaaggt
gaacactcct
caatggaagc
tcatttgttg
gtcatgtctg
atcccctgea
gttccagcca
attgcccgga
gtttgtttca
agcaaccgga
ttttccttca
aatgctacac
gactgtgcca
aggatacata

ttctgectgt

caaatatatg
cggtgtggat
atgactatga
gtgatgtcac
atataggagt
tgaacgctat
gacgtttgaa
aaatctggat

ccacccccecaa

tgacaattga
gccccttgga
gaagttctgt
gtctaagaaa
tctactttga
cactcattgt
gaacatcttt
aatcgctccce
tctttgtett
aaccaagcaa
aggcccctac
accttcaaga
gttttttectg
tcegeattge

ttaatctggt
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gagcacagga
tctgctectg
agattatgct
tgtcatctta
gaagccaacg
caatatggaa
atttaacagc
tccagacact

caggatgctg

tgctgagtgce
gttctcaagt
tgaagtgggc
taccaccgaa
tctgagcaga
cgtcctatce
aggtatcacc
caaggtctcc
ctctgctctg
ggacaaagat
cattgatatc
gagagatgaa
ctgttttgaa
caaaatggac

ctattgggtce

agctcagtct
ctgtcgetcet
tctaacaaaa
aacaacctgc
ttaattcaca
tacactattg
accattaaag
ttcttcagaa

agaatttgga

caattacaat
tatggctatc
gacacaagat
gtagtgaaga
agaatgggat
tgggtgtctt
actgtcctga
tatgtcacag
gtggagtatg
aaaaagaaga
cgcccaagat
gagtacggct
gattgtcgaa
tcctatgete

tcctaccetcet

42

actcgactcc
accctggett
catgggtctt
tggaaggata
cagacatgta
atatattttt
tcctecgatt
attccaaaaa

atgatggtcg

tgcacaactt
cacgtgaaga
cctggaggct
caacttccgg
actttaccat
tctggatcaa
caatgaccac
cgatggatct
gcaccttgeg
aaaaccctct
cagcaaccat
atgagtgtct
caggagcttg
ggatcttett

acctgtga

tgtattttca
cactagccag
gactccaaaa
tgacaataaa
tgtgaatagc
tgcgcaaacg
gaacagcaac
agctgatgca

agtgctctac

tccaatggat
aattgtttat
ttatcaattc
agattatgtg
ccagacctat
taaggatgct
cctcagcacc
ctttgtatct
ttattttgtc
tctteggatg
tcaaatgaat
ggacggcaag

gagacatggg

ccccactgece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1428
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REIVINDICACIONES

1. Uso in vitro de un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homodlogo del mismo o de una célula que expresa el
GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo para el prondstico o diagnodstico de una enfermedad
autoinmunitaria en un sujeto,

caracterizado porque

dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo comprende

A
B
Cc
A

una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2;

una secuencia que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con las secuencias de acuerdo con A); y/o
uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con
o B);

=

y en el que dicha enfermedad autoinmunitaria

(a) se refiere a enfermedades asociadas con anticuerpos contra GABA(A)R y
(b) se trata de una enfermedad autoinmunitaria del sistema nervioso.

2. Procedimiento para pronosticar o diagnosticar in vitro una enfermedad autoinmunitaria en un sujeto, que comprende
la etapa de detectar, en una muestra, un autoanticuerpo procedente del sujeto que se une a GABA(A)R, y en el que
dicha enfermedad autoinmunitaria

(a) se refiere a enfermedades asociadas con anticuerpos contra GABA(A)R y
(b) se trata de una enfermedad autoinmunitaria del sistema nervioso.

3. Autoanticuerpo que se une a GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homoélogo del mismo, caracterizado porque
dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo comprende

A
B
Cc
A

una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2;

una secuencia que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con las secuencias de acuerdo con A); y/o
uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con
o B).

=

4. El procedimiento in vitro de acuerdo con la reivindicaciéon 2, que comprende las etapas:

a. poner una muestra liquida que comprende un autoanticuerpo procedente del sujeto en contacto con un
GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homologo del mismo o de una célula que expresa el GABA(A)R, un
fragmento de GABA(A)R, u homadlogo del mismo o poner una muestra de tejido procedente del sujeto en contacto
con un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 3, y

b. detectar la unién del autoanticuerpo al GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homadlogo del mismo, con la célula
o la muestra de tejido,

caracterizado porque
dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo comprende

A
B
c
A

una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2;

una secuencia que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con las secuencias de acuerdo con A); y/o
uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con
o B).

=

5. El procedimiento in vitro de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la etapa b) se lleva a cabo usando microscopia
o0 espectroscopia de inmunofluorescencia, espectroscopia de RMN, espectrometria de masas, radioactividad,
reticulacion quimica, resonancia de plasmon superficial, electroforesis en gel natural, actividad cromatografica o
enzimatica.

6. Kit de ensayo, caracterizado porque comprende un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo,
caracterizado porque

dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo esta unido a una fase sdlida o sustrato soélido y
comprende

(A) una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 2

(B) una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de acuerdo con A); y/o
(C) uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo
con A) o B).

7. Composicion farmacéutica, caracterizada porque comprende un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homologo
del mismo y/o una célula que expresa el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo,
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caracterizada porque
dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo esta unido a una fase sélida o sustrato soélido y
comprende

A) una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 2;
una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de acuerdo con A); y/o
uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con

A) o B).

B
C

vv\./v

8. Dispositivo médico o diagnostico revestido con un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homologo del mismo o
una célula que expresa el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo,

en el que el dispositivo es un dispositivo diagndstico que se selecciona entre el grupo que comprende un biochip, una
microplaca para ELISA, una inmunotransferencia en linea y una perla revestida,

caracterizado porque

dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo comprende

A) una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2;

B) una secuencia que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con las secuencias de acuerdo con A); y/o
C) uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con
A) o B.

9. Un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homodlogo del mismo o de una célula que expresa el GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo para su uso en un procedimiento de diagndstico in vivo de una
enfermedad autoinmunitaria,

caracterizado porque

dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo comprende

A) una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2;
una secuencia que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con las secuencias de acuerdo con A); y/o
uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con

A) o B);

B
C

vvvv

y en el que dicha enfermedad autoinmunitaria

(a) se refiere a enfermedades asociadas con anticuerpos contra GABA(A)R y
(b) se trata de una enfermedad autoinmunitaria del sistema nervioso.

10. Un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homologo del mismo o de una célula que expresa el GABA(A)R,
fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo para su uso en el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria,
caracterizado porque

dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo comprende

A) una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2;
una secuencia que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con las secuencias de acuerdo con A); y/o
uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con

A) o B);

B
C

vv\./v

y en el que dicha enfermedad autoinmunitaria

(a) se refiere a enfermedades asociadas con anticuerpos contra GABA(A)R
(b) se trata de una enfermedad autoinmunitaria del sistema nervioso.

11. El producto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el tratamiento comprende las etapas de

a. someter una muestra liquida que comprende anticuerpos de un sujeto a un procedimiento in vitro de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 2,405y
b. tratar al sujeto con al menos una sustancia farmacéutica adecuada y/o intercambio de plasma,

en el que, preferentemente, la al menos una sustancia farmacéutica adecuada se selecciona del grupo que consiste
en Rituximab, prednisona, metilprednisolona, ciclofosfamida, micifenolato de mofetilo, inmunoglobulina intravenosa,
tacrolimus, ciclosporina, metotrexato, azatioprina, clonazepam, fenitoina, lamotrigina, fenobarbital, acido valproico,
levetiracetam, carbamazepina, tiagabina, felbamato, pregabalina, primidona y gabapentina y la composicion
farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7,

o comprende las etapas de

a. extraer sangre o plasma de un sujeto,

b. poner en contacto la sangre o el plasma con la composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7 o
el dispositivo médico de acuerdo con la reivindicacién 8 con el fin de retirar los anticuerpos asociados a la
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enfermedad, y
c. readministrar la sangre o el plasma resultante de la etapa b al sujeto.

12. Procedimiento para aislar un autoanticuerpo que se une a GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del
mismo, comprendiendo el procedimiento las etapas de

a. poner una muestra que comprende un anticuerpo que se une a un GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u
homologo del mismo, en contacto con el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homélogo del mismo o una célula
que expresa el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homélogo del mismo,

b. aislar un complejo que comprende el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homdlogo del mismo y el
autoanticuerpo,

c. disociar el complejo aislado en la etapa b, y

d. separar el autoanticuerpo del GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo del mismo o célula,

y caracterizado porque
dicho GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R, u homdlogo del mismo comprende

A
B
Cc
A

una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 2;

una secuencia que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia con las secuencias de acuerdo con A); y/o
uno o mas fragmentos que comprenden al menos 20 aminoacidos sucesivos de las secuencias de acuerdo con
o B).

O —

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, el procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2, 4
o 5, el producto para su uso en el tratamiento de acuerdo con la cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, o el
dispositivo médico o diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R
u homoélogo del mismo esta unido a una molécula indicadora o a una fase sdlida.

14. El kit de ensayo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el GABA(A)R, fragmento de GABA(A)R u homologo
del mismo esta unido a una molécula indicadora.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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