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RESUMEN

Los autoanticuerpos tienen un papel crucial en la fisiopatologia de las enfermedades
autoinmunes, incluyendo las neuropatias inflamatorias, como la poliradiculoneuropatia
desmielinizante inflamatoria cronica (CIDP). La descripcion de anticuerpos contra proteinas
del nodo de Ranvier en un subgrupo de pacientes que cumplian criterios diagndsticos de
CIDP, ha desembocado en la definicion de una nueva categoria diagndéstica: las nodopatias
autoinmunes (NoA). Las NoA tienen un fenotipo clinico caracteristico y una respuesta
selectiva a terapias inmunomoduladoras. Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito un
autoanticuerpo especifico asociado con la mayoria de casos de CIDP, y los datos sobre los

pacientes con autoanticuerpos conocidos son escasos.

Membrane proteome-wide screening of autoantibodies in CIDP using human cell

microarray technology

Marta Caballero-Avila, Cinta Lleixa, Elba Pascual-Gofi, Lorena Martin-Aguilar, Nuria Vidal-
Fernandez, Clara Tejada-llla, Roger Collet-Vidiella, Ricardo Rojas-Garcia, Elena Cortés-
Vicente, Janina Turon-Sans, Eduard Gallardo, Montse Olivé, Ana Vesperinas, Alvaro
Carbayo, Laura Llans6, Laura Martinez-Martinez, Anthony Shock, Louis Christodoulou,

Benjamin Dizier, Jim Freeth, Jo Soden, Sarah Dawson, Luis Querol.

La identificacion de nuevos autoanticuerpos en enfermedades autoinmunes complejas
como la CIDP mediante el uso de diversas tecnologias y enfoques experimentales es el
objetivo de multiples grupos de investigacion. Hasta la fecha se han descrito anticuerpos
contra diferentes proteinas del nervio, la mayoria de ellos antigenos de membrana.
Recientemente ha aparecido una nueva técnica, el microarray celular, que consiste en
expresar un gran numero de proteinas (>5000) en la membrana de células humanas, para

posteriormente estudiar sus interacciones.

En este estudio se evalud la utilidad de un microarray celular de antigenos de superficie
(Retrogenix) para detectar nuevos autoanticuerpos en CIDP. En primer lugar, se valido la
técnica mediante el analisis de 4 sueros con anticuerpos conocidos (anti-contactin-1, anti-
neurofascin-155, anti-caspr1 y anti-neurofascin-140/186). Posteriormente se incubaron
suero de ocho pacientes con CIDP en la plataforma, identificandose nueve posibles
antigenos relevantes, de los cuales seis fueron confirmados mediante inmunocitoquimica

de células transfectadas y/o ELISA.



Los antigenos confirmados se testaron en una cohorte de pacientes con CIDP o NoA (n=96)
y sueros control (n=100). Por un lado, se detectaron anticuerpos contra ATP4A/4B y EPHA7
pero estaban presentes tanto en pacientes como en controles, por lo que se consideraron
inespecificos. En cambio, se detectaron anticuerpos contra el leukemia inhibitory factor
(LIF) y contra interferon lambda 1-3 (IFNL) exclusivamente en dos pacientes (1 CIDP y 1
NoA). Ademas, ambos sueros de estos pacientes presentaban reactividad contra mielina
de nervio periférico, lo que sugiere una posible asociacion patoldgica. No obstante, dichos
anticuerpos no se asociaban a caracteristicas clinicas especificas, por lo que

investigaciones futuras dilucidaran su relevancia clinica.

Conclusién: Este estudio demuestra la utilidad de un microarray celular para detectar
anticuerpos en suero. Se detectaron dos potenciales nuevos autoanticuerpos en CIDP
(LIF/IFNL), aunque su relevancia clinica y patogénica es incierta.

Long-Term Follow Up in Anti- Contactin-1 Autoimmune Nodopathy

Marta Caballero-Avila, Lorena Martin-Aguilar , Elba Pascual-Gofi , Milou R. Michael,
Marleen J.A. Koel-Simmelink, Romana Hoéftberger , Julia Wanschitz, Alicia Alonso-Jiménez,
Thais Armangué , Adaja Elisabeth Baars, Alvaro Carbayo , Barbara Castek, Roger Collet-
Vidiella, Jonathan De Winter, Maria Angeles del Real, Emilien Delmont, Luca Diamanti,
Pietro Emiliano Doneddu, Fu Liong Hiew, Eduard Gallardo, Amaia Gonzalez, Susanne
Grinzinger, Alejandro Horga, Stephan lglseder, Bart C. Jacobs, Amaia Jauregui, Joep
Killestein, Elisabeth Lindeck Pozza, Laura Martinez-Martinez, Eduardo Nobile-Orazio,
Nicolau Ortiz, Helena Pérez-Pérez, Kai-Nicolas Poppert, Paolo Ripellino, Jose Carlos
Roche, Franscisco Javier Rodriguez de Rivera, Kevin Rostasy, Davide Sparasci , Clara
Tejada-llla, Charlotte C.E. Teunissen, Elisa Vegezzi, Tomas Xucla-Ferrarons, Fabian Zach,
Luuk Wieske, Filip Eftimov, Cinta Lleixa, Luis Querol.

La proteina contactin-1 (CNTN1) es una proteina axonal localizada en la regién paranodal
del nervio periférico. Autoanticuerpos frente a CNTN1 se describieron en un subgrupo de
pacientes que cumplian criterios diagnosticos de CIDP. Actualmente, estos pacientes se
engloban en la categoria diagnodstica de NoA, junto con otros pacientes con anticuerpos
dirigidos contra diferentes proteinas del nodo de Ranvier.

En este estudio se analizaron las caracteristicas clinicas y biomarcadores de pacientes con
NoA anti-CNTN1. Se incluyeron 31 pacientes, y se recopilaron de forma retrospectiva

informacion clinica, respuesta a tratamiento y seguimiento a largo plazo. Ademas, se
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analizaron los titulos de autoanticuerpos, neurofilamentos de cadena ligera en suero (sNfL)

y CNTN1 soluble (sCNTN1) en muestras iniciales y de seguimiento.

Los pacientes presentaban predominantemente una neuropatia sensitivo-motora
progresiva, con afectacion proximal y distal, ataxia y una discapacidad severa. Un 35%
mostro afectacion renal. Respecto a los tratamientos, las inmunoglobulinas endovenosas y
los corticoides fueron escasamente eficaces. El tratamiento con rituxumab demostré una
alta tasa de respuesta, logrando la remision clinica en la mayoria de los pacientes con un
solo ciclo. Solo un 12,9% de los pacientes sufrié recaidas tras una mediana de 25 meses

de seguimiento.

Respecto a los biomarcadores, los titulos de anticuerpos anti-CNTN1 se correlacionaron
con la gravedad clinica en el momento de extraccion de la muestra, y negativizaron tras el
tratamiento efectivo en todos los pacientes menos en uno. Los niveles de sNfL fueron
significativamente mas elevados y los de SCNTN1 mas bajos en pacientes anti-CNTN1 en
comparacion con controles sanos. Ambos biomarcadores se normalizaron tras un

tratamiento exitoso.

Conclusioén: los pacientes con NoA anti-CNTN1 presentan un perfil clinico caracteristico y
una respuesta excelente y duradera al tratamiento con rituximab, Ademas, los anticuerpos
anti-CNTN1, sNfL y SCNTN1 se presentan como biomarcadores utiles para el seguimiento
de la enfermedad.
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ABSTRACT

Autoantibodies play a crucial role in the pathophysiology of several inflammatory
neuropathies, including chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy (CIDP).
The identification of antibodies targeting proteins at the node of Ranvier in a subset of
patients meeting CIDP diagnostic criteria has led to the recognition of a new diagnostic
category: autoimmune nodopathies. These are characterized by a distinct clinical phenotype
and a selective response to specific immunomodulatory therapies. However, to date, the
target antigen(s) remain unknown in the majority of patients with CIDP.

Membrane proteome-wide screening of autoantibodies in CIDP using human cell

microarray technology

Marta Caballero-Avila, Cinta Lleixa, Elba Pascual-Gofi, Lorena Martin-Aguilar, Nuria Vidal-
Fernandez, Clara Tejada-llla, Roger Collet-Vidiella, Ricardo Rojas-Garcia, Elena Cortés-
Vicente, Janina Turon-Sans, Eduard Gallardo, Montse Olivé, Ana Vesperinas, Alvaro
Carbayo, Laura Llans6, Laura Martinez-Martinez, Anthony Shock, Louis Christodoulou,
Benjamin Dizier, Jim Freeth, Jo Soden, Sarah Dawson, Luis Querol.

The identification of novel autoantibodies in complex autoimmune diseases such as CIDP
has been an important topic of research for decades. Diverse technologies and experimental
approaches have been used. One of the most recent developments is the human cell
microarray, which involves the expression of a large number of proteins (>5,000) in human

cells to subsequently study their interactions.

In this study, the utility of a human cell microarray technology (Retrogenix) to detect novel
autoantibodies in CIDP was evaluated. First, the technique was validated by analyzing four
sera containing known autoantibodies (anti—contactin-1, anti-neurofascin-155, anti—-Caspr1,
and anti—-neurofascin-140/186). Subsequently, sera from eight patients with CIDP were
incubated on the platform, resulting in the identification of nine potentially relevant antigens.
From them, six antigens were confirmed by immunocytochemistry cell-based assays and/or
ELISA.

Antigens confirmed were then analyzed in 96 patients (with CIDP or autoimmune
nodopathy) and 100 cntrols. Among the antigens identified, antibodies against ATP4A/4B
and EPHAY were found in both patients and controls and thus considered nonspecific. In
contrast, antibodies targeting leukemia inhibitory factor (LIF) and interferon lambda 1-3

(IFNL) were detected exclusively in two patients (one with CIDP and one with autoimmune
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nodopathy). Moreover, both patients exhibited similar reactivity against peripheral nerve
myelin, suggesting a potential pathogenic association. However, no clear clinical
correlations could be established, and further investigation is required to clarify the
relevance of these autoantibodies.

Conclusion: This study demonstrates the utility of the human cell microarray for the
detection of serum autoantibodies. Two potential CIDP-related antigens (anti-LIF and anti-
IFNL) were identified, although their clinical and pathogenic significance remains unknown.

Long-Term Follow Up in Anti- Contactin-1 Autoimmune Nodopathy

Marta Caballero-Avila, Lorena Martin-Aguilar , Elba Pascual-Gofi , Milou R. Michael,
Marleen J.A. Koel-Simmelink, Romana Hoéftberger , Julia Wanschitz, Alicia Alonso-Jiménez,
Thais Armangué , Adaja Elisabeth Baars, Alvaro Carbayo , Barbara Castek, Roger Collet-
Vidiella, Jonathan De Winter, Maria Angeles del Real, Emilien Delmont, Luca Diamanti,
Pietro Emiliano Doneddu, Fu Liong Hiew, Eduard Gallardo, Amaia Gonzalez, Susanne
Grinzinger, Alejandro Horga, Stephan Iglseder, Bart C. Jacobs, Amaia Jauregui, Joep
Killestein, Elisabeth Lindeck Pozza, Laura Martinez-Martinez, Eduardo Nobile-Orazio,
Nicolau Ortiz, Helena Pérez-Pérez, Kai-Nicolas Poppert, Paolo Ripellino, Jose Carlos
Roche, Franscisco Javier Rodriguez de Rivera, Kevin Rostasy, Davide Sparasci , Clara
Tejada-llla, Charlotte C.E. Teunissen, Elisa Vegezzi, Tomas Xucla-Ferrarons, Fabian Zach,
Luuk Wieske, Filip Eftimov, Cinta Lleixa, Luis Querol.

Contactin-1 (CNTN1) is an axonal protein located in the paranodal region of peripheral
nerves. Autoantibodies against CNTN1 have been described in a group of patients fulfilling
CIDP diagnostic criteria. These patients are now classified under a new diagnostic category:

autoimmune nodopathies.

This study analyzes the clinical features and biomarkers of patients with anti-CNTN1
autoimmune nodopathy. Thirty-one patients were included, and retrospective data on
clinical presentation, treatment response, and long-term follow-up were collected. In
addition, we measured autoantibody titers, serum neurofilament light chain (sNfL), and
serum CNTN1 (sCNTN1) levels in baseline and follow-up samples.

Patients predominantly presented with a progressive sensorimotor neuropathy affecting
both proximal and distal segments, sensory ataxia, and severe disability. Renal involvement

was observed in 35% of cases. Intravenous immunoglobulin and corticosteroids were

14



generally ineffective. In contrast, treatment with rituximab showed a high response rate,
leading to clinical remission in most patients after a single cycle. Only 12.9% of patients
experienced relapses after a median follow-up of 25 months.

Regarding biomarkers, anti-CNTN1 antibody titers correlated with clinical severity at
sampling and became undetectable after effective treatment in all but one patient. sNfL
levels were significantly higher, and sCNTN1 levels significantly lower, in anti-CNTN1
patients compared to healthy controls. Both biomarkers normalized following successful
therapy.

Conclusion: Patients with anti-CNTN1+ AN have a characteristic clinical profile and
rituximab is the most effective treatment. Anti-CNTN1 antibodies, sNfL and sCNTN1 are
useful to monitor disease status in these patients

15
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1. INTRODUCCION

1.1. EL NERVIO PERIFERICO

Los nervios periféricos forman parte del sistema nervioso periférico (SNP), junto con otras
estructuras como los ganglios raquideos dorsales, las raices nerviosas y las terminaciones
especializadas. Su objetivo es la transmision de informacidén entre el sistema nervioso
central (SNC) y los organos y tejidos. Los nervios periféricos se pueden clasificar en

eferentes (motores), aferentes (sensitivos) y mixtos.
1.1.1. Anatomia del nervio periférico y tipos de fibras nerviosas

Los nervios periféricos estan formados por diferentes fibras nerviosas que consisten en
grupos de axones rodeados de células de Schwann (CS). Las diferentes fibras nerviosas
estan separadas por tejido conectivo formando el endoneuro, y estas fibras se agrupan en
fasciculos. Cada fasciculo estda rodeado de una capa de tejido conectivo llamado
perineuro, y un grupo de fasciculos forma un tronco nervioso que esta protegido de los

tejidos circundantes por el epineuro (figura 1) (1).

Axdn

Mielina

Endoncuro

Fasciculo

Tronco

nervioso

Figura 1. Estructura macroscopica del nervio periférico. (Adaptada de Wikinson, 1992) (1)

Los axones son las prolongaciones neuronales que transmiten estimulos eléctricos y estan
principalmente formadas por neurofilamentos, mitocondrias, microtubulos y vesiculas de
transporte. Las CS son las células de soporte del SNP, cuya funcion es dar aporte
metabalico y proteccion a los axones. Existen varios tipos de CS, las amielinicas, que daran
soporte a axones mas pequefos y formaran las fibras no mielinizadas; y CS productoras
de mielina, que dan soporte a axones de mayor diametro y formaran las fibras
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mielinizadas. Ademas, dentro de las fibras mielinicas y amielinicas, existiran diferentes

tipos de fibras nerviosas en funcion de su estructura y su funcion (tabla 1) (2).

Tabla 1. Tipos de fibras nerviosas segun Erlanger y Gasser. (Adaptada de Marani et al, 2012)

(2).

Mielina | Tipo de Funcién Diametro (um) Velocidad de
fibra conduccion
(ml/s)
Si Ao Propiocepcion (huso muscular, 12-20 70-120

organo tendinoso de Golgi)
Motora eferente (somatico)

AB Tacto y presion 5-12 30-70
Ay Motora (husos musculares) 3-6 15-30
Ad Tacto, dolor (rapido), temperatura | 2-5 12-30
B Preganglionar autonémico <3 3-15
No C Dolor (lento), temperatura, 0.3-1.3 0,5-2

postganglionar autonémico

1.1.2. Estructura de las fibras mielinizadas

En las fibras nerviosas mielinizadas, cada CS proporciona mielina a un solo axon (a
diferencia de las no mielinizadas en que una CS da soporte a mas de un axon). La mielina
compacta es un conjunto de modificaciones de la membrana plasmatica de la CS y las
proteinas mas importantes son: las glicoproteinas PO, P1, P2, la proteina de la mielina
periférica 22 (PMP22) y la glicoproteina asociada a la mielina (MAG) (2).

Un unica CS envuelve una longitud variable de axén (de 20 a 2000 um), y cada vaina de
mielina compacta con su segmento de axon se llama internodo. Entre internodos, existe
un segmento de axén desprovisto de mielina, llamado nodo de Ranvier (3) (figura 2). La
funcién del nodo de Ranvier es asegurar la conduccion nerviosa saltatoria, siendo ésta mas
eficaz y rapida que en las fibras no mielinizadas. Las estructuras adyacentes al nodo de
Ranvier son el paranodo y, mas externamente, el yuxtaparanodo, cada una de ellas con

sus estructuras caracteristicas (figura 2 'y 3) (4).
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Figura 2. Estructura de las fibras nerviosas mielinizadas. (Figura creada con BioRender).

El nodo es la estructura del axon desprovista de vaina de mielina. El principal componente
del nodo son los canales de sodio voltaje dependientes, predominantemente la subunidad
alfa Nav1.6, responsables de la propagacion del potencial de accion. Ademas, para evitar
las descargas repetitivas, también estan presentes los canales de potasio voltaje
dependientes (Kv7.2/7.3), que frenan la propagacién del potencial de accion. Estos canales
voltaje dependientes estan anclados al axon mediante la proteina de anclaje ankirina G, y
ésta esta unida a la proteina BIV espectrina (2,3). Por otra parte, en el nodo también se
encuentran moléculas de adhesion celular (CAMs) cuyo objetivo es estabilizar la union entre
el axolema y las CS, como la gliomedina secretada por las microvellosidades de las CS en
la matriz extracelular que se une al a neurofascina-186 (NF186) y a la molécula de adhesion

celular neuronal (NrCAM) en el axolema (5).

El paranodo es la estructura adyacente al nodo que esta principalmente formado por las
uniones axo-gliales. Estas uniones axo-gliales son estructuras unicas, llamadas bandas
transversas que se constituyen como septos formados por la isoforma 155 de la
neurofascina (NF155) en los bucles de mielina, y heterodimeros de contactin-1 (CNTN1) y
proteina asociada a contactin-1 (Caspr1) en el axolema (6,7). La funcion de las bandas
transversas es asegurar la propagacion saltatoria del potencial de accion mediante el
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aislamiento del nodo (rico en canales de sodio) del yuxtaparanodo (rico en canales de

potasio).

La zona contigua al paranodo es el yuxtaparanodo, que principalmente esta formado por
canales de potasio voltaje dependientes (Kv1.1/1.2) y que participan en la fase de
repolarizacién de los potenciales de accion. Ademas, en el yuxtaparanodo se encuentra la
proteina contactin-2 (CNTNZ2) y la proteina asociada a contacin-2 (Caspr2) en el axolema,
que se unen a CNTN2 glial expresada en la CS, formando una union axo-glial (6,8).
Finalmente, en el segmento internodal, la parte mas extensa de las fibras nerviosas
mielinizadas, se encuentra el axon rodeado de la mielina compacta. En el internodo se
expresan CAMs que estabilizan la union axo-glial como la proteina MAG, y las nectin-like
CAMs (Nec1, Nec2 y Nec4) (6).
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Figura 3. Estructura del nodo de Ranvier. (Adaptada de Querol et al, 2017) (4).

1.2. INMUNOLOGIA DEL NERVIO PERIFERICO

El sistema nervioso periférico esta sometido a un gran control inmunoldgico para proteger
su funcion y evitar lesiones que puedan alterarlo. Los principales efectores de este control
inmunoldgico son la barrera hemato-nerviosa (BHN) y diferentes subtipos celulares como
las células T y B activadas y las células presentadoras de antigeno (principalmente
macroéfagos) (9). Las CS también tienen su papel en este control inmunoldgico, pudiendo

actuar como células presentadoras de antigeno. Sin embargo, cuando estos mecanismos
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de regulacion inmunolégica no funcionan correctamente, puede aparecer patologia en
forma de neuropatias inmunomediadas, como el sindrome de Guillain-Barré (SGB) o la

poliradiculoneuropatia inflamatoria desmielinizante crénica (CIDP) (10).

La barrera hemato-nerviosa esta localizada en la capa mas profunda del perineuro y los
vasos endoneurales (10), y esta formada por células endoteliales (adheridas entre ellas por
uniones estrechas), pericitos y una membrana basal (11) (figura 4). Mantiene la integridad
del SNP y evita el paso de diferentes componentes celulares y moléculas nocivas que
circulen por la sangre. Aun asi, existen zonas del SNP desprovistas de BHN (ganglios
raquideos dorsales, raices nerviosas y union neuromuscular), por lo que son mas
susceptibles a lesion cuando hay un ataque externo (10). La rotura de la BHN es una de las
primeras alteraciones que se encuentran en los modelos animales de neuropatias

inflamatorias (12,13).
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Figura 4. Estructura de la barrera hemato-nerviosa (Adaptada de Richner et al, 2019) (11).
Figura 4A: vision tranversal de un nervio periférico. Figura 4B: vaso endoneural rodeado
de células endoteliaies, pericitos y membrana basal. Figura 4C: estructura de la barrera

hemato-nerviosa que protege los diferentes componentes del endoneuro.

1.2.1. Inmunidad celular

La inmunidad celular es de vital importancia en la fisiopatologia de las neuropatias
inmunomediadas. Los linfocitos T se activan tras la presentacion de antigenos peptidicos
por células presentadoras de antigenos, como los macréfagos y las CS (15). El antigeno
se presenta mediante el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | a los
linfocitos T citotoxicos CD8+, o mediante el MHC clase Il a los linfocitos T CD4+. El MHC-I
esta presente en la mayoria de las células humanas, mientras que el MHC-Il solo se
expresa en ceélulas presentadoras de antigeno como los linfocitos B, los macréfagos o las
células dendriticas. En biopsias de pacientes con SGB y CIDP se ha encontrado un
aumento de la expresion de MHC clase Il en las CS, lo que apoya su papel como células
presentadoras de antigeno (16—18).
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Una vez los linfocitos estan activados, secretan metaloproteasas y moléculas de adhesion
que contribuyen al dafio de la BHN y al paso de estas células T al tejido nervioso (19,20).
Dentro del tejido nervioso, los linfocitos T secretan citocinas proinflamatorias (como IL2,
IFNy o TNFa) (21), que contribuyen a su expansion clonal y a la propagacion de la respuesta
inmune con el reclutamiento de otras células inflamatorias como los macréfagos (con

actividad fagocitica y citotoxica).
1.2.2. Inmunidad humoral: los anticuerpos

La activacién de células B y la produccion de anticuerpos contra glicoproteinas y glicolipidos
es uno de los mecanismos fisiopatoldgicos conocidos mas relevantes en las neuropatias
inflamatorias (4). Los anticuerpos actuan destruyendo el tejido nervioso mediante la union
a macrofagos y activando la respuesta citotoxica; y mediante la unién directa al tejido y la
activacion de complemento (22) (figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de dafo tisular de anticuerpos patogénicos. (Adaptado de Dalakas et al, 2008)

El ejemplo mas importante de neuropatia inflamatoria mediada por anticuerpos es el SGB,
enfermedad postinfecciosa en el que se conoce que existe una reactividad cruzada entre
antigenos de patdégenos como Campylobacter con gangliosidos presentes en el nervio
periférico como GM1 (23). Ademas, se han descrito anticuerpos contra glucolipidos también
en CIDP, en un gran numero de pacientes con neuropatia motora multifocal (NMM) y en las
neuropatias ataxicas crénicas (4,24-26). Finalmente, anticuerpos IgM contra la
glucoproteina asociada a la mielina (MAG) estan presentes en la mitad de los pacientes

con gammapatia monoclonal IgM (26).
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1.2.2.1 Generalidades de los anticuerpos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoproteinas producidas por las células
plasmaticas como parte de la respuesta inmunolégica humoral (27). Estos representan la
version soluble y afinada del receptor de las células B, y su funcion principal es la de
neutralizar y combatir agentes externos nocivos para el organismo. Los anticuerpos tienen
una estructura comun (28). Estan compuestos por cuatro cadenas polipeptidicas, dos
cadenas pesadas (o cadenas H,) y dos cadenas ligeras (o cadenas L,), unidas por puentes
disulfuros. Cada cadena ligera posee una region variable (VL) y una region constante (VC),
mientras que las cadenas pesadas poseen una region variable (VH) y tres regiones
constantes (CH1, CH2, CH3). A su vez, los anticuerpos tienen una region de union a
antigeno (Fab, del inglés antigen binding fragment) y una region que posee la propiedad de
ser facilmente cristalizable (Fc, del inglés crystalline fragment). La region Fab es la
responsable del reconocimiento y especificidad antigénica de los anticuerpos y la region Fc
es la que interactua con los receptores celulares y el sistema de complemento, formada por
las cadenas CHZ2 y CH3. La figura 6 resume la estructura de los anticuerpos.

' Cadenas pesadas
— Regién Fab
[] Cadenas ligeras

— Regién Fc

Figura 6. Estructura de un anticuerpo. Un anticuerpo esta formado por dos cadenas pesadas
(H) y dos cadenas ligeras (L). Cada cadena ligera esta formada por una region constante (CL)
y una regién variable (VL); y cada cadena pesada por una region variable (VH) y tres
constantes (CH1, CH2, CH3). La region Fab es la region de unién a antigeno. (Figura creada

con BioRender).

Las inmunoglobulinas se clasifican en cinco isotipos principales IgG, IgA, IgM, IgE e IgD,
cada uno con funciones especificas y distribuciones distintas en el organismo. Las IgGs son
el isotipo mas abundante, que a su vez se dividen en cuatro subclases (IgG1, 19G2, IgG3 e
lgG4). Las 1gG4 tienen caracteristicas unicas, siendo anticuerpos con mucha afinidad
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antigénica con capacidad de patogenicidad por el bloqueo directo proteina-proteina (29).
Ademas, a diferencia de otras subclases como la IgG3, no son capaces de activar
complemento o respuesta celular, que son directamente moduladas por terapias
convencionales con las inmunoglobulinas endovenosas (IgEV), motivo por el cual, las
enfermedades mediadas por IgG4 tienen una respuesta pobre a dichos tratamientos.
Finalmente, los anticuerpos IgG4 presentan una valencia funcional variante. Estos
anticuerpos tienen la capacidad de intercambiar uno de sus brazos Fab con otras IgG4 no
relacionadas, lo que los convierte en anticuerpos monovalentes y biespecificos (30). Dicha
capacidad les confiere, en la mayoria de los casos, mas patogenicidad, aunque existen

diferencias entre los diferentes tipos de IgG4 (31).
1.2.2.2. Técnicas de deteccion de nuevos autoanticuerpos

La deteccidon de nuevos autoanticuerpos ha sido el principal objetivo de muchos grupos de
investigacion dedicados a las enfermedades autoinmunes. La identificacion de
autoanticuerpos es fundamental para el diagnostico, clasificacion y manejo de estas
enfermedades. A lo largo de los afos, se han utilizado diversas tecnologias y enfoques
experimentales para la deteccion y caracterizacion de autoanticuerpos (32). A continuacion,
se describen métodos de deteccion de autoanticuerpos mas utilizados en la actualidad, asi

como nuevas técnicas recientemente descritas y con potencial utilidad en este campo.
1.2.2.2.1. Técnica del antigeno candidato

En el contexto de la busqueda de nuevos autoanticuerpos, la técnica del antigeno candidato
consiste en evaluar de manera dirigida la presencia de anticuerpos contra diferentes
proteinas o moléculas especificas, que, por razones bioldgicas o clinicas se sospecha que

puedan ser dianas relevantes.

El antigeno se produce habitualmente en forma recombinante bien para realizar extractos
proteicos purificados, que luego se utilizan en ensayos basados en proteina, como ELISA
o Western Blot (WB); o bien mediante su expresion en células transfectadas con el antigeno
relevante para luego realizar immunocitoquimica con el suero/LCR del paciente y evaluar
su reactividad (33,34).

1.2.2.2.2. Inmunoprecipitacidn clasica

Una de las estrategias mas comunmente usadas y que ha servido para la deteccion de
nuevos anticuerpos en enfermedades diversas, es la inmunoprecipitacién (IP) de tejido o

células, seguida de la identificacion del antigeno mediante espectrometria de masas.
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Para poder llevar a cabo esta técnica, lo primero que se debe hacer es identificar un patrén
de reactividad de fluido del paciente (suero/plasma/LCR) en tejido o células en cultivo. El
tejido/células se lisan para liberar las proteinas en solucidn y para obtener el complejo
antigeno-anticuerpo libre. Posteriormente, se incuba el lisado con microesferas (por
ejemplo, magnéticas o de agarosa), que capturan el complejo antigeno-anticuerpo y lo
precipitan (bien mediante centrifugacion, gracias a la masa de las microesferas de agarosa;
o bien mediante captura magnética en el caso de las microesferas magnéticas). Se eliminan
las proteinas no especificas mediante lavados sucesivos del precipitado y se consigue
aislar el complejo antigeno-anticuerpo para proceder a su identificacion mediante
espectrometria de masas. La Figura 7 resume la técnica de IP como mecanismo de
deteccion de nuevos autoanticuerpos. Este método es el que se usé para la identificacion
del anticuerpo anti-contactin-1 (CNTN1) o de anti-neurofascin (NF) (35,36).
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Figura 7. Inmunoprecipitacion clasica. Tras la identificacién de un patron de reactividad en
tejido o células se procede a la lisis de éstos para la liberacion del complejo antigeno-
anticuerpo. Posteriormente, mediante la incubacion con microesferas se precipita el complejo
y se lava para eliminar proteinas inespecificas y se extrae el antigeno candidato. (Figura

creada con BioRender).

1.2.2.2.3. Inmunoprecipitacion con fagos

La secuenciacion de inmunoprecipitacion con fagos (PhlP-seq) es una técnica molecular
innovadora disefiada para el descubrimiento de nuevos autoantigenos. Esta metodologia
usa una biblioteca de bacteridfagos T7 que exhiben una amplia gama de péptidos derivados
del proteoma humano (pudiendo ser, incluso, el proteoma humano completo), permitiendo

una exploracion exhaustiva de las dianas de autoanticuerpos (37).
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Para llevar a cabo esta técnica, inicialmente se construyen bibliotecas de secuencias
nucleotidicas que codifican para péptidos consecutivos que cubren todas las secuencia de
las proteinas de interés. Estas secuencias se insertan en el genoma de fagos T7 (virus
bacteriéfagos), que expresan los péptidos codificados en su superficie como fusiones con
proteinas de la capside. Posteriormente, los fagos se incuban con muestras del paciente
(suero, LCR...) en las que se encuentran los autoanticuerpos de interés, permitiendo que
estos se unan a los péptidos que reconocen. Los complejos fago-anticuerpo se capturan
mediante inmunoprecipitacion usando microesferas magnéticas recubiertas con
anticuerpos secundarios que reconocen inmunoglobulinas humanas. Finalmente, el ADN
de los fagos capturados se amplifica mediante PCR, con posterior secuenciacion de éste.
La figura 8 resume los fundamentos técnicos de esta técnica.
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Figura 8. Inmunoprecipitacion con fagos. Primero, se crea la biblioteca de péptidos de
interés (1) que se expresaran en fagos T7 (2). Estos fagos se incuban con anticuerpos del
paciente, permitiendo que estos se unan al fago que reconocen (3). Posteriormente, se
precipita el complejo anticuerpo-fago (4) y se identifica el antigeno mediante la amplificacion
del DNA del fago por PCR y su secuenciacion. PCR: reaccion en cadena de la polimerasa;

NGS: secuenciacion de nueva generacion. (Figura creada con BioRender).

En neurologia, la PhIP-seq se ha utilizado en multiples trabajos, algunos de ellos centrados
en el estudio seroldgico de patologia infecciosa con el VirScan (que expresa péptidos
provenientes de miles de proteinas virales) (41). Ademas, la libreria del proteoma humano
ha contribuido en el descubrimiento de los anticuerpos anti-ZSCAN1 en pacientes con

encefalitis pediatrica (42) y los anti-Cavin 4 en la enfermedad de rippling adquirida (43).
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1.2.2.2.4. Microarrays de proteinas

Los microarrays de proteinas son plataformas que inmovilizan miles de proteinas en una
superficie soélida, para después incubarlos con muestras biologicas con el objetivo de
detectar interacciones (44). Existen diferentes tipos de miroarrays. Por un lado, las
proteinas inmovilizadas pueden tratarse de aptameros o anticuerpos para la cuantificacién
de moléculas especificas tales como las citocinas. Por otra parte, se pueden inmovilizar
proteinas recombinantes o péptidos con tal de estudiar la presencia de autoanticuerpos en
las muestras bioldgicas (figura 9).
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Figura 9. Microarrays de proteinas cuyo objetivo es la deteccion de autoanticuerpos en

muestras bioldgicas.

Este tipo de técnica se ha usado en multiples enfermedades autoinmunes para la deteccién
de autoanticuerpos (45—-47). En el campo de las neuropatias autoinmunes, un estudio
reciente realiz6 un cribaje de sueros de pacientes con CIDP en un microarray de proteinas
(con expresion de 16000 proteinas) con el objetivo de encontrar nuevos antigenos (48). En
este estudio se detectaron mas de 700 antigenos especificos de CIDP (con especial
representacion de proteinas de uniones de anclaje). Ademas, detectaron un subgrupo de
pacientes con caracteristicas clinicas similares y perfil autoantigénico especifico. Sin

embargo, no se logré encontrar un antigeno comun en todas las CIDPs.

Los microarrays de proteinas tienen multiples limitaciones. Una de las mas importantes es

gue no detectan epitopos conformacionales que dependen de la estructura tridimensional
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de las proteinas. Ademas, al ser proteinas generalmente expresadas en sistemas no
mamiferos (levaduras, bacterias...) no incorporan las modificaciones postraduccionales
humanas, lo que también modifica las probabilidades de deteccion de autoanticuerpos
clinicamente relevantes. Por otra parte, requieren de validacion adicional de los hallazgos
con técnicas convencionales, tales como el ELISA o los CBA.

De cara a solventar algunas de estas limitaciones, recientemente han aparecido los
microarrays de proteinas expresadas en células humanas (49). Estos microarrays consisten
en la expresion de las proteinas en estructuras celulares humanas (como las HEK293),
mediante la transfeccion de ADN en estas células. Permiten analizar proteinas en su
conformacion nativa y con modificaciones postraduccionales, lo que hace que tengan mayor
sensibilidad y especificidad que los arrays de proteinas convencionales, logrando una baja
tasa de falsos positivos y negativos. Desde que aparecio la tecnologia, se ha utilizado
predominantemente en investigacion médica y desarrollo de farmacos, como el
descubrimiento de dianas de la respuesta inmunitaria en la leucemia linfocitica crénica o la
busqueda de dianas secundarias de farmacos terapéuticos concretos (50,51). Hasta la
fecha, no se ha evaluado la efectividad de estos microrrays celulares para el descubrimiento
de nuevos autoanticuerpos en muestras biolégicas como el suero o el plasma de los

pacientes.

1.3. NEUROPATIAS AUTOINMUNES

Las neuropatias autoinmunes son un grupo heterogéneo de enfermedades
inmunomediadas que se caracterizan por una respuesta inmune contra antigenos del SNP.
Existen formas agudas, englobadas en el SGB y sus variantes; y formas cronicas, como la
CIDP, la NMM, la polineuropatia asociada a gammapatia monoclonal IgM (MGUS-P) y las
neuropatias ataxicas cronicas (15). Ademas, recientemente ha aparecido una nueva
categoria diagnostica, las nodopatias autoinmunes (NoA), donde se engloban las
neuropatias autoinmunes con anticuerpos contra proteinas del nodo y el paranodo de

Ranvier y que se pueden presentar de una forma aguda, subaguda o cronica (tabla 2).
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Tabla 2. Neuropatias autoinmunes. Adaptada de Kieseier et al, 2018 (15).

Agudas

Sindrome de Guillain Barré
(SGB)

- Polineuropatia aguda inflamatoria desmielinizante
(AIDP).

- Neuropatia axonal motora aguda (AMAN).
- Neuropatia axonal sensitivo-motora aguda (AMSAN).
- SGB sensitivo puro.

- Variantes loco-regionales: faringo-cérvico-braquial,
paraparética, debilidad facial bilateral con parestesias.

- Espectro Miller-Fisher: sindrome Miller-Fisher tipico,
encefalitis de Bickerstaff.

Crénicas

Nodopatias autoinmunes (NoA)

- NoA con anticuerpos anti-neurofascin 155.
- NoA con anticuerpos anti-contactin-1.

- NOA con anticuerpos anti-caspr-1 (proteina asociada
a contactin-1).

- NoA con anticuerpos pan-neurofascin

CIDP

Ver tabla 3.

Neuropatia motora multifocal
(NMM)

- NMM.

- NMM sin bloqueos de la conduccion.

Polineuropatia asociada a
gammapatia monoclonal de
significado incierto IgM (MGUS-
P)

- MGUS-P con anticuerpos contra la glicoproteina
asociada a la mielina (MAG).

- MGUS-P sin anticuerpos anti-MAG.

Neuropatias ataxicas cronicas

- Neuropatia ataxica crénica, oftalmoplejia,
paraproteinemia IgM, aglutininas frias, y anticuerpos
anti-disialosil (CANOMAD).

- Neuropatia ataxica crénica con anticuerpos anti-
disialosil (CANDA).

1.3.1. Polirradiculoneuropatia inflamatoria desmielinizante crénica (CIDP)

1.3.1.1. Caracteristicas clinicas de la CIDP y sus variantes

La CIDP es la neuropatia autoinmune crénica mas frecuente, con una prevalencia de entre

0,67-10,3 casos por 100.000 habitantes (53). La CIDP es mas frecuente en hombres, y la

edad media de presentacidn esta en torno a 50 afos (54). La CIDP tipica se caracteriza por

un déficit sensitivo-motor de las cuatro extremidades con un curso progresivo o remitente-
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recurrente e instauracién durante al menos 8 semanas (55). Sin embargo, hasta un 16%
de los pacientes puede presentarse de forma aguda (llamada CIDP aguda), con una
evolucion rapida en 4 semanas (56). Ademas, se ha descrito que un 5% de los pacientes
diagnosticados de SGB, son finalmente diagnosticados de CIDP (57).

Existe una gran variedad fenotipica en los pacientes con CIDP, siendo la CIDP tipica la
mas frecuente. Aquellos que se presentan de una forma diferente a la CIDP tipica, se
engloban dentro el en concepto de variantes de CIDP, resumidas en la tabla 3. Cada una
de ellas tiene sus caracteristicas clinicas, aunque comparten rasgos comunes como la
desmielinizacion o la respuesta a inmunoterapia. No esta claro si sus mecanismos
patogénicos son comunes, y se ha descrito que hay un porcentaje de pacientes
diagnosticados de variantes de CIDP que evolucionan con el tiempo a una CIDP tipica (58).

La CIDP distal, también llamada neuropatia desmielinizante adquirida distal simétrica
(DADS), se caracteriza por un déficit motor y sensitivo distal, asociado a inestabilidad de la
marcha (59). La debilidad es mas frecuente en miembros inferiores. Aproximadamente dos
tercios de los pacientes con este fenotipo tienen una MGUS-IgM, la mayoria de ellos con
anticuerpos contra la glicoproteina asociada a la mielina (MAG). Los pacientes con fenotipo

CIDP distal y anticuerpos anti-MAG estan considerados como otra categoria diagndstica
que difiere de la CIDP ya que las implicaciones diagndsticas y terapéuticas son diferentes
(60).

Otras variantes de CIDP menos frecuentes son la CIDP multifocal (también llamada
sindrome de Lewis-Sumner o neuropatia desmielinizante adquirida sensitivo-motora
multifocal [MADSAM]) (61), la CIDP focal (62), la CIDP motora pura (o predominantemente
motora) (63) y la CIDP sensitiva pura (o predominantemente sensitiva (64).
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Tabla 3. Variantes fenotipicas de CIDP. Adaptado de Mathey et al, 2015 (64) y Van den Berg et al,

2021 (65).

Variante Prevalencia | Presentacion clinica Distribucion

fenotipica

CIDP tipica 50-75% Sensitivo-motora Simétrica, proximal y
distal

CIDP distal 2-17% Sensitivo > motora Simétrica, distal
Predominante en
extremidades inferiores

CIDP multifocal 6-15% Sensitivo-motora Asimétrica
Predominante en
extremidades superiores

CIDP focal 1% Sensitivo-motora Afectacion 1 extremidad

CIDP motora pura | 4-10% Motor (predominantemente) Simétrica, proximal y
distal

CIDP sensitiva 4-35% Sensitivo (predominantemente) Simétrica, proximal y

pura distal

1.3.1.2. Diagndstico de la CIDP

El diagnostico de CIDP es complejo y se basa en criterios clinicos, electrofisiolégicos y de
soporte. Los criterios diagndsticos mas utilizados actualmente son los propuestos por el
consenso de expertos de la European Federation of Neurological Societies/Peripheral
Nerve Society (EFNS/PNS). Estos se publicaron por primera vez en 2005 (66), con una
revision posterior en 2010 (67) y otra reciente (de la European Academy of Neurology y la
Peripheral Nerve Society) en 2021 (65). Los ultimos criterios diagndsticos dividen a los
pacientes en dos categorias diagnosticas: CIDP y CIDP posible, requiriendo de criterios
clinicos y neurofisioldgicos para su diagnodstico. Ademas, se exponen unos criterios de
apoyo (respuesta objetiva a tratamiento, pruebas de imagen compatibles,
hiperproteinorraquia en LCR y hallazgos de desmielinizacidn en biopsia de nervio) que se
pueden utilizar en pacientes que solo llegan a cumplir criterios de CIDP posible, para
acceder al diagnostico definitivo de CIDP. A pesar de ello, la CIDP sigue siendo una
enfermedad con un alta tasa de errores de diagndstico (68), por lo que se requiere de un

abordaje sistematico y de un alto nivel de experiencia para su correcta evaluacion.
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1.3.1.3. Anticuerpos en CIDP

La inmunidad humoral es un mecanismo fisiopatoldgico clave en la CIDP. La respuesta de
estos pacientes a IgEV o a recambio plasmatico sugiere que la presencia de
autoanticuerpos esta implicada en su patogénesis (69). Ademas, se ha descrito que la
transferencia pasiva de suero o IgG purificada de pacientes con CIDP (70) produce

desmielinizacion in vivo.

La busqueda de autoanticuerpos en pacientes con CIDP ha sido uno de los principales
temas de investigacion en el campo de las neuropatias autoinmunes. Los primeros estudios
se centraron, siguiendo la aproximacion de “antigeno candidato”, en la descripcién de
anticuerpos contra proteinas de la mielina compactada como proteina de mielina cero
(MPZ) (71), la conexina-31 (72), la proteina de mielina periférica 2 (PMP2) (73) y PMP22
(74). Sin embargo, su papel clinico y patogénico en la CIDP no ha sido demostrado y la
mayoria de ellos no han sido replicados.

En un estudio reciente se realizé un cribaje sistematico de anticuerpos IgG e IgM contra
tejido nervioso periférico (motoneuronas, neuronas de los ganglios de la raiz dorsal y
células de Schwann) en una gran cohorte de pacientes con CIDP(n=57) (75). Un numero
significativo de pacientes (38,6%) mostré reactividad frente a cualquiera de los tres
componentes celulares (figura 10), lo que aporta pruebas experimentales de la diversidad
inmunopatologica de estos pacientes. No obstante, en este estudio no se logré encontrar

un antigeno especifico.

Figura 10. Ejemplos de reactividad IgG de CIDPs contra diferentes lineas celulares.

Figura 5A: reactividad IgG contra células de ganglio raquiedo dorsal. Figura 5B:
reactividad 1gG contra células de Schwann. (Adaptada de Querol et al 2017) (75)
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Finalmente, en el ultimo afio se ha descrito un potencial nuevo antigeno en una cohorte de
pacientes con CIDP, la proteina dihidrolipamida S-acetiltransferasa (DLAT) (76), pero estos

hallazgos no han sido replicados (77).
1.3.1.4. Tratamiento de la CIDP

El tratamiento de la CIDP es complejo y se debe adaptar a cada paciente. Los tratamientos
actuales de primera linea son las inmunoglobulinas endovenosas o subcutaneas (IgEV o
IgSC), los corticosteroides y el recambio plasmatico. Todas ellas se pueden usar como
terapia de induccién (excepto las 1IgSC) o como tratamiento de mantenimiento (78). Sin
embargo, no todos los pacientes responden a tratamientos de primera linea, con un 10-

25% de pacientes que presentan una CIDP refractaria (79).

En los ultimos afos, los esfuerzos se han centrado en evaluar la eficacia de nuevas terapias
que tratan de abordar la fisiopatologia de esta enfermedad (80). Tres nuevas estrategias
se han evaluado como posibles abordajes para el tratamiento de la CIDP: deplecién de

células B, reduccion de IgG e inhibicion del complemento (figura 11).
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Figura 11. Nuevas estrategias para el tratamiento de la CIDP. *Efgartigimod es el Unico
tratamiento actualmente aprobado para el tratamiento de la CIDP por la Food and Drug

Administration (FDA). El resto estan siendo ensayados. (Figura creada con BioRender).
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Respecto a la deplecion de células B, se ha planteado que el rituximab (farmaco anti-
CD20), puede ser util en la CIDP, como en otras enfermedades autoinmunes (81), con
resultados no concluyentes en los estudios realizados. (82,83), (84).

Por otra parte, se ha planteado la inhibicion del receptor neonatal del fragmento fc de las
inmunoglobulinas (FcRn) como potencial diana terapéutica. Esto ha demostrado ser eficaz
en trastornos mediados por anticuerpos, como la miastenia gravis (86). Efgartigimod
(anticuerpo IgG1 humano anti-FcRN) ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de la CIDP
respecto a placebo, motivo por el cual, ha sido recientemente aprobado para pacientes con
CIDP por la Food and Drug Administration (FDA) y la Agencia Europea del Medicamento
(EMA) (88). Otros anti-FcRn testados en la CIDP son el rozanolixizumab (ensayo con

resultados negativos) nipocalimab y batoclimab (ambos con ensayos en marcha) (80).

Finalmente, teniendo en cuenta que la activacion del complemento es un factor clave en
los mecanismos fisiopatologicos de la CIDP (89), en la actualidad se esta también
investigando la utilidad de los farmacos que inhiben complemento, con resultados
prometedores (90).

1.3.2. Nodopatias autoinmunes

Las NoOA son una categoria diagndstica recientemente reconocida segun los ultimos
criterios diagnodsticos de CIDP (EAN/PNS 2021) (65) . Se trata de una entidad muy poco
frecuente, que corresponde a un 5-10% de los pacientes que cumplen criterios clinicos y
electrofisiolégicos de CIDP pero en los que se identifican anticuerpos dirigidos contra
moléculas de adhesién del nodo de Ranvier (91). Hasta la fecha, se han descrito
anticuerpos contra la neurofascina 155 (NF155) (92), contactin-1 (CNTN1) (35), proteina
asociada a contactin-1 (Caspr1) (93) y neurofascin 140/186 (NF140/186) o pan-
neurofascina (pan-NF) (36). A pesar de ser infrecuente, es importante identificar esta
entidad de forma precoz ya que requiere de un abordaje terapéutico diferente.

1.3.2.1. Caracteristicas clinicas de las nodopatias autoinmunes

Todas las NOA tienen caracteristicas comunes y otras especificas de cada subtipo de
anticuerpo. El espectro clinico de las NoA incluye formas de inicio agudo que se pueden
confundir con el SGB, asi como formas cronicas mas similares a la CIDP, con curso
remitente-recurrente o progresivo. Sin embargo, las NoA presentan caracteristicas clinicas
diferenciales del SGB y la CIDP, que deben hacer sospecharlas. Los pacientes con NoA
suelen presentar mala respuesta a tratamientos convenciones como las IgEV (91,94,95).
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Ademas, tipicamente tienen hiperproteinorraquia marcada en LCR y engrosamiento o
realce de raices nerviosas lumbosacras en la resonancia magnética (RM). A nivel
neurofisiolégico, estos pacientes pueden presentar signos de desmielinizacion adquirida,
pero es frecuente la afectacibn axonal temprana. En la tabla 4 se resumen las

caracteristicas clinicas de los diferentes tipos de NoA.

Los anti-NF155 fueron inicialmente descritos en un subgrupo de pacientes que cumplian
criterios de CIDP con una debilidad de predominio distal, temblor y ataxia de caracteristicas
cerebelosas (92). Asimismo, se observo que los pacientes con anti-NF155 son portadores
con alta frecuencia del alelo HLA DRB1*15 (96). Un estudio reciente que incluye informacion
clinica de 40 pacientes con anti-NF155 (97) confirmd que estos pacientes suelen jovenes
(con un porcentaje significativo por debajo de los 30 afios), con debilidad distal, temblor y
ataxia. Ademas, es frecuente la afectacion de pares craneales (sobretodo paralisis facial) y
hiperproteinorraquia marcada en LCR.

Los anti-CNTN1 se describieron por primera vez en 2013 en tres pacientes con una
neuropatia sensitivo-motora grave, con ataxia y mala respuesta a IggEV (35). Desde la
primera descripcion, se han descrito casos clinicos aislados o pequefias series de pacientes
(98-101). Ademas, se conoce que un grupo de pacientes con anticuerpos anti-CNTN1
tienen afectacion renal asociada a la neuropatia, mayoritariamente en forma de
glomerulonefritis membranosa (102-105). Un estudio reciente demuestra la presencia de
inmunocomplejos con CNTN1 a nivel del glomérulo renal y describe los primeros casos de
afectacion renal aislada (sin neuropatia) (106).

Hace 10 afos se describieron dos pacientes anticuerpos anti-Caspr1 con una neuropatia
inflamatoria dolorosa (107). Mas adelante, gracias a la informacion de una cohorte de 15
pacientes (la mas larga hasta la fecha), se observo que estos pacientes presentan una
polineuropatia grave de inicio agudo o subagudo, caracterizada por afectacion craneal,
compromiso respiratorio y dolor neuropatico (93). Aunque el epitopo principal es la proteina
Caspr1, se ha demostrado que la deteccidn de estos anticuerpos se optimiza mediante la
expresion del complejo CNTN1/Caspr1 en los ensayos celulares (93) . Ademas, se han
descrito casos aislados de pacientes con reactividad frente a ambas proteinas, aunque su
significado clinico aun esta por investigar (101).

Los anticuerpos dirigidos contra isoformas nodales de neurofascina (NF140 y NF186) o
pan-neurofascina (pan-NF) (NF155, 140 y 186) se han asociado con un fenotipo clinico

caracteristico. Estos pacientes se presentan normalmente con una neuropatia de inicio
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agudo grave, en muchas ocasiones con un curso monofasico y que suele ser confundida

con un SGB. La disautonomia es frecuente y algunos pacientes tienen afectacion renal con

un sindrome nefrotico (36,108).

2024 (49).

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de las nodopatias autoinmunes. Adaptado de Pascual-Goiii et al,

Caracteristicas clinicas

Exploraciones

Tratamiento

Anti-NF155
(IgG4)

- Hombres jovenes

- Curso cronico

- Debilidad distal

- Ataxia cerebelosa y temblor
- Asociado a HLA DRB1*15

Anti-CNTN1
(IgG4>IgG3)

- Debut subagudo

- Tetraparesia + afectacion
craneal

- Denervacion precoz
- Ataxia
- Sindrome nefrético

- IgG3: etapa inicial

Anti-Caspr1
(1gG4>1gG3)

- Debut agudo/subagudo

- Tetraparesia + afectacion
craneal

- Ataxia sensitiva y temblor
- Dolor neuropatico
- Afectacion respiratoria

Anti-panNF

(IgG1/1gG3/1gG4)

- Debut agudo/subagudo
- Curso monofasico

- Afectacion craneal

- Afectacion respiratoria
- Disautonomia

- Sindrome nefrotico

- LCR: proteinas muy
altas

- RM: captacion raices

- Biopsia nervio: axonal

- IgEV: poca/sin
respuesta

- Corticoides:
respuesta
parcial/buena

- Rituximab:
buena
respuesta

RM: resonancia magnética.

Abreviaturas: NF155: neurofascina-155; pan-NF: pan-neurofascina; CNTN1: contactin-1; Caspr1:

proteina asociada a contactin-1; NF140/186: neurofascina 140/186; LCR: liquido cefalorraquideo,
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Por ultimo, recientemente, se ha descrito un potencial nuevo antigeno en las nodopatias
autoinmunes: la proteina LGI4 (miembro de la familia LGI, del inglés leucine-rich repeat)
(109). En su descripcion, se postula que esta proteina se encuentra en el yuxtaparanodo
de Ranvier y anticuerpos anti-LGl4 estan presentes en un subgrupo de pacientes con CIDP
que no responden a terapias convencionales. Sin embargo, estos anticuerpos no han sido
replicados y se requiere de mas investigacion para dilucidar su relevancia clinica y

patogénica.
1.3.2.2. Patogenicidad de los anticuerpos en NoA

Hasta la fecha la patogenicidad se ha demostrado en los anti-NF155 y los anti-CNTN1. Los
anticuerpos de las NoA son predominantemente IgG4, lo que apoya a su patogenicidad,
salvo el pan-NF en que también es mas frecuente otras subclase como la IgG1 y la IgG3
(tabla 4) (101). Aunque las IgG4 poseen una baja capacidad para activar el complemento y
una afinidad reducida por receptores Fc, pueden interferir directamente con la funcién de
su antigeno diana mediante bloqueo, neutralizacidn o disrupcion de interacciones proteina-

proteina (29).

La patogenicidad de los anticuerpos anti-NF155 se ha demostrado en modelos animales.
En animales en periodo neonatal, la infusion de estos anticuerpos redujo los niveles de
NF155 e impide la formacion del paranodo, mientras que en adultos provoca la pérdida de
paranodos y signos clinicos y neurofisioldgicos de polineuropatia (110). Ademas, a
diferencia de los anti-CNTN1, parece que los anticuerpos anti-NF155 bivalentes son los que
producen un efecto patogénico, mientras que el intercambio del brazo Fab anula dicho
efecto (111).

La patogenicidad de los anticuerpos anti-CNTN1 se ha demostrado in vitro como in vivo
(112). En primer lugar, se demostré que los anticuerpos anti-CNTN1 IgG4 invaden el
paranodo (figura 12A) y esto aumenta de manera progresiva a medida que se aumenta el
tiempo de incubacién. Asimismo, en modelos animales, se demostré que la transferencia
pasiva de anti-CNTN1 IgG4 produce una destruccion de los paranodos (figura 12B, 12C).
A nivel clinico, los animales tras la transferencia de IgG4 desarrollan una neuropatia clinica
y neurofisiologica, asi como una ataxia de la marcha evidente, sobre todo cuando el subtipo
de IgG anti-CNTN1 transferida es IgG4 (figura 12D). Ademas, recientemente se ha
demostrado que la valencia de los anticuerpos anti-CNTN1 también tiene un papel
importante en su patogenicidad. Un estudio reciente aporta evidencia de los anti-CNTN1
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monovalentes ya son patogénicos, sin necesidad de ser bivalentes (como la NF155), y

tienen capacidad de alterar la estructura del paranodo (113).

Finalmente, en el caso de los anti-pan-NF, a pesar de que no se ha podido demostrar in
vivo, hay datos in vitro que apoyan su patogenicidad. Se ha demostrado que los anti-pan-
NF tienen capacidad para unirse a la regién nodal y paranodal en cocultivos mielinizantes
(de ganglio raquideo dorsal y CS), causando desorganizacion de los nodos de Ranvier y
dafo axoglial mediado por complemento (108).
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Figura 12. Patogenicidad de los anticuerpos anti-CNTN1. Figura 12A: nervios de ciatico
de rata incubados con anticuerpos anti-CNTN1. Los anticuerpos anti-CNTN1 penetran
en el paranodo in vitro después de 3 horas de incubaciéon. Figura 12B, 7C: fibras
nerviosas de raiz L6 de animales control (B) vs animales anti-CNTN1+ (C). Se observa
una destruccion de los paranodos en animales anti-CNTN1+. Figura 12D: evidencia
clinica de alteracion de la marcha de animales anti-CNTN1+ IgG4, comparado con anti-
CNTN1+ IgG1 y animales control. (Adaptada de Manso et al 2016) (112).

1.3.2.3. Tratamiento y seguimiento en nodopatias autoinmunes

Toda la evidencia publicada hasta la fecha, demuestra que los pacientes con NoA suelen
responder mal a terapias convencionales como las IgEV o los corticoides (93,97,108,114).
Sin embargo, las cohortes publicadas son pequeias y el seguimiento de estos pacientes a

largo plazo es casi inexistente.
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Los pacientes con anti-NF155 son de los que disponemos mas informacion, gracias a la
reciente publicacién de una cohorte de 40 pacientes (97). En esta cohorte se evidenciaba
que estos pacientes presentaban una neuropatia de caracter mas cronico, con excelente
respuesta a rituximab y con recaidas frecuentes y necesidad de retratamiento. En cambio,
en el caso de los pacientes con anticuerpos pan-NF los pacientes se presentan con una
neuropatia aguda, que en muchas ocasiones también requiere de rituximab, pero sin

recaidas.

Sin embargo, en el caso de los anti-CNTN1 y anti-Caspr1 también hay evidencia anecdotica
de que responden a rituximab, pero el seguimiento de estos pacientes es muy escaso.

1.4. BIOMARCADORES EN NEUROPATIAS AUTOINMUNES

Los biomarcadores se definen como caracteristicas biolégicas que son medibles, objetivas
y que traducen un proceso fisioldgico, una condicion patolégica o una respuesta a un
tratamiento. Los biomarcadores se utilizan para diagnostico, pronostico y monitorizacidon de
enfermedades, asi como para predecir y evaluar la respuesta terapéutica (115). En
neuropatias autoinmunes, son necesarios biomarcadores tanto para el diagnéstico como

para la monitorizacidn y prondstico de estos pacientes.

Actualmente, existen ya biomarcadores conocidos en estos pacientes tales como los
estudios neurofisiolégicos o pruebas de imagen. Estas ultimas han ganado mucho peso
desde que en las ultimas guias diagnosticas de CIDP las pruebas de imagen son un criterio
de soporte para incrementar el nivel de certeza diagnostica de CIDP posible a CIDP (65).
En la ecografia de nervio de pacientes con CIDP se puede evidenciar un agrandamiento
del nervio o del plexo braquial (116,117), y la RM de plexo puede mostrar una realce de
contraste o una hiperintensidad en las raices nerviosas, plexos braquiales o lumbares y de
la cola de caballo (118,119).

Respecto a biomarcadores sanguineos, los anticuerpos en neuropatias autoinmunes son
los mas reconocidos. Ademas, existen una serie de biomarcadores de dafio axonal y

mielinico que se han postulado utiles en estas enfermedades.
1.4.1. Autoanticuerpos como biomarcadores en neuropatias autoinmunes

Algunos anticuerpos contra proteinas del nervio actuian como biomarcadores en la practica
clinica habitual. Por un lado, algunos de ellos, como los anticuerpos contra proteinas del
nodo de Ranvier, son biomarcadores diagnosticos, ya que ayudan a distinguir una NoA de
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otras enfermedades similares como el SGB o la CIDP. Esto tiene implicaciones sobre el

tratamiento ya que el abordaje es diferente.

Por otro lado, algunos anticuerpos se correlacionan con la gravedad de la enfermedad. Esto
se ha demostrado en los anti-NF155 (97) y en los anti-pan-NF (108), en que caidas de los
titulos de anticuerpos se correlacionan con una mejoria clinica, por lo que pueden
emplearse como biomarcadores de monitorizacion de la actividad inmunoldgica de la
enfermedad. Ademas, en el caso de los anti-NF155, también ayudan a identificar recaidas
del paciente, muy util para la practica clinica habitual.

1.4.2. Biomarcadores de daino axonal

El dafio axonal es el sustrato patologico responsable de la discapacidad a largo plazo de
muchas enfermedades neuroldgicas, entre ellas las neuropatias autoinmunes. Se ha
demostrado que el dafo axonal es un marcador pronostico independiente tanto en
pacientes con SGB (120,121) , como en la CIDP (122). Por este motivo, la cuantificacion
del dafio axonal mediante biomarcadores seria de gran utilidad para evaluacion diagnostica
y prondstica de este tipo de pacientes.

Los neurofilamentos son unos de los biomarcadores mas prometedores para medir el dafio
axonal. Estos son proteinas del citoesquesleto neuronal que se liberan al LCR y sangre
cuando hay dafo axonal neuronal. Se engloban dentro de los filamentos intermedios por
su diametro (aproximadamente 10 nm), que se situa entre el didmetro de los
neurofilamentos de actina (6 nm) y los de miosina (15 nm) (123,124). Ademas, los
neurofilamentos se caracterizan por tener una estructura compleja y por formar
heteropolimeros. Los heteropolimeros estan compuestos por cuatro sububidades:
neurofilamentos de cadena pesada (NfH), neurofilamentos de cadena media (NfM),
neurofilamentos de cadena ligera (NfL), la a-Internexina en el sistema nervioso central
(SNC) y la periferina en el SNP, figura 11) (123,124).

La principal funcion de los neurofilamentos es la estabilizacidn mecanica del citoesqueleto
axonal. Ademas desempefian multiples funciones, incluyendo la modificacién del diametro
axonal, el flujo y transporte axonal, el anclaje y la distribucidn de las mitocondrias, asi como
interacciones con proteinas de la mielina que regulan la expresion de las isoformas de

neurofilamentos durante el desarrollo y la mielinizacion (123).
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Figura 13. Estructura de los neurofilamentos. Adaptada de Khalil et al, 2018 (124)

1.4.2.1. Neurofilamentos de cadena ligera

De todos los neurofilamentos, los NfL son los que han demostrado ser de mayor utilidad
como biomarcador de dafio axonal en enfermedades neurologicas (125), ya que se
expresan exclusivamente en neuronas. Se ha demostrado que los sNfL son utiles como
biomarcador de actividad y prondstico en enfermedades neuroinflamatorias del SNC como
la esclerosis multiple (126), y también son un biomarcador pronéstico util en enfermedades
neurodegenerativas (129), (130) (131).

En el campo de las neuropatias, los NfL han demostrado ser de utilidad en las neuropatias
tanto autoinmunes (132—-135) como genéticamente determinadas (127,128).

En el SGB, inicialmente se describieron series de pocos pacientes en los que parecia que
los pacientes con niveles de NfL en LCR (132) y suero (133) tenian mayor discapacidad.
Recientemente se ha publicado una serie de 98 pacientes con SGB (134) en la que se
demostraba que los sNfL basales se correlacionaban con la gravedad de la enfermedad y
con las formas axonales, ademas de ser un factor pronéstico independiente a largo plazo.
Esto se ha confirmado con otro estudio con una cohorte mas extensa (n=281) (135), que

llega a las mismas conclusiones.

En la CIDP, los datos sobre el uso de sNfL son mas limitados. Existen series cortas de
pacientes en las que se demuestra que los NfL en suero de los pacientes con CIDP son un
biomarcador de actividad (129), y podrian tener también un papel como biomarcador

prondstico (130). Sin embargo, en la CIDP la evidencia no es tan extensa como en el SGB
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y se requieren de estudios con mas pacientes y mejor caracterizados para conocer el papel

de este biomarcador.

Respecto otras neuropatias autoinmunes, se debe destacar su uso en NoA. En pacientes
con NoOA anti-NF155 (97), se ha descrito que estos pacientes tienen niveles elevados de
sNfL, y correlacionan con la actividad de la enfermedad, sin poder demostrar que sean un
biomarcador pronodstico en este subgrupo de pacientes. Resultados similares se han
encontrado en pacientes anti-pan-NF (108), con niveles muy elevados de sNfL en
pacientes, relacionados con la actividad de la enfermedad, pero sin ser un claro
biomarcador pronostico. El rol de los sNfL como biomarcador en otras NoA no se ha

investigado hasta el momento.

Se ha estudiado los niveles de sNfL en poblacion sana tanto adulta (126) como pediatrica
(131) (figura 14), lo que ha conseguido crear una base de datos poblacional. Esto permite
extraer un percentil y un z-score de nuestro paciente y conocer si tiene valores
fisiolégicamente elevados (por edad o IMC) o traducen un dafio axonal patologico. En la
esclerosis multiple, que es la enfermedad en la que el uso de los NfL esta mas extendido,
se considera que z-scores por encima de 1.5 traducen un mal control de la enfermedad

(126).

Serum NfL percentile 50th 75th 90th 95th

Serum NfL [pa/ml]

Age (years) Age (years)

Figura 14. Niveles de NfL en suero en poblacion sana dividido en percentiles.
Adaptada de Khalil et al, 2024 (123).

1.4.2.2. Otros biomarcadores de dano axonal

En los ultimos afnos, se ha tratado de identificar otros biomarcadores de dafio axonal mas
especificos del SNP que los NfL, que también pueden estar elevados en patologia del SNC.
La periferina es otro neurofilamento intermedio exclusivo del SNP). En 2023 se publicé un
primer estudio que postula que los niveles de periferina en suero (medidos por SiMoA)
pueden ser un buen biomarcador de dafio axonal en patologia del SNP ya que se
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describieron niveles elevados en pacientes con SGB comparado con controles sanos y con
pacientes con patologia del SNC (132). De cara a dilucidar el papel de este biomarcador,
son necesarias series mas largas de pacientes de las que no disponemos en la actualidad.

1.4.3. Biomarcadores de daino mielinico

La necesidad de disponer de un biomarcador fiable de dafio mielinico es crucial para
diferenciarlo del dafio axonal primario, especialmente en aquellos casos en los que las

pruebas complementarias no ofrecen informacion concluyente.

Durante los procesos de desmielinizacién, diversos componentes de la mielina y el axén se
liberan como consecuencia del dafio a las CS. La vaina de mielina estd compuesta
aproximadamente por un 70% de lipidos (ganglidsidos, fosfolipidos, esfingomielina) y un
30% de proteinas estructurales (PO, P2, PMP22 o MAG) y nodales, que pueden servir como
biomarcadores especificos de dafo (133). Estos componentes se pueden detectar en LCR,
suero e incluso biopsias de nervios periféricos (134), lo que permitiria evaluar tanto la

gravedad de la desmielinizacion como la eficacia de tratamientos.

De todos ellos, la esfingomielina es de los biomarcadores de desmielinizacion mas
prometedores. Se ha evidenciado niveles elevados de esfingomielina en LCR en pacientes
con CIDP y SGB desmielinizante, al compararse con otras enfermedades neurologicas no

desmielinizantes (135,136).

Por otra parte, entre las proteinas nodales o paranodales, destaca la concentracion de
CNTN1 soluble como biomarcador prometedor. La CNTN1 es una proteina secretada que
normalmente se encuentra anclada a la membrana del axén en el paranodo de las fibras
nerviosas mielinizadas. Sin embargo, también existe una fraccién soluble que se puede
medir en suero (137). Debido a que la CNTN1 también estda expresada en fibras
mielinizadas del SNC, inicialmente se estudi6 como biomarcador soluble en esclerosis
multiple, y se demostro su utilidad como biomarcador prondstico en esta enfermedad
(138,139). Posteriormente, se demostré que los pacientes con nodopatias autoinmunes
tenian niveles extremadamente bajos de CNTN1 soluble (SCNTN1) si se comparaba con
pacientes con CIDP, especialmente aquellos con una NoA anti-CNTN1 (140). Este
fendbmeno sugiere que los anticuerpos anti-CNTN1 promueven la internalizacion o la
degradacion de la proteina. Sin embargo, la concentracion de sCNTN1 es baja en pacientes
con otras NoA como la anti-NF155, por lo que se esta reduccién podria estar relacionada

con otros factores mas alla de los anticuerpos.

45



1.5. EL FUTURO DE LAS NEUROPATIAS AUTOINMUNES

Tal y como se ha expuesto en la introduccidn de esta tesis, el campo de neuropatias
inflamatorias se encuentra en un momento de transformacion, impulsado por los continuos
avances en el conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos, clinicos y aparicion de

nuevos tratamientos.

A pesar de estos avances, persisten importantes necesidades no cubiertas en el campo de
las neuropatias inflamatorias, especialmente en la CIDP, donde la heterogeneidad clinica 'y
la ausencia de biomarcadores diagnosticos fiables dificultan tanto el diagnostico precoz
como las decisiones terapéuticas. En este contexto, emerge la necesidad de encontrar
nuevos biomarcadores como los autoanticuerpos, que ofrecen la posibilidad de conocer
nuevos mecanismos fisiopatologicos, predecir la respuesta a tratamiento y guiar en la

practica clinica.

Por otro lado, existen ya autoanticuerpos conocidos en pacientes con NoA, tales como los
anti-CNTN1, los anti-Caspr1 o los anti-NF155. De éstos ultimos disponemos ya una cohorte
extensa que nos permite guiar el tratamiento y la monitorizacion de estos pacientes, que ha
resultado de gran ayuda en la practica clinica habitual. Sin embargo, en el resto de los
anticuerpos resulta esencial ampliar y describir en detalle nuevas cohortes de pacientes,
asi como definir el fenotipo clinico correctamente y encontrar biomarcadores que puedan

ayudar a la precision diagndstica y la prediccion de respuesta a tratamien
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2. HIPOTESIS

1.

Las neuropatias inflamatorias son un grupo heterogéneo de enfermedades
agrupadas bajo categorias diagndsticas definidas en base a criterios clinicos,

electrofisiolégicos e inmunologicos.

La definicidn de los autoanticuerpos en neuropatias inflamatorias es fundamental de
cara a la correcta caracterizacion, asi como para comprender su fisiopatologia.
Existen nuevas técnicas de descubrimiento de nuevos autoanticuerpos que pueden

ser de utilidad en este campo.

La NoA definida por la presencia de anticuerpos anti-CNTN1 es una entidad
caracteristica y diferenciada tanto clinica como biolégicamente, con un

comportamiento diferente al resto de neuropatias autoinmunes.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Profundizar en el conocimiento de anticuerpos y biomarcadores en neuropatias
inflamatorias, tanto de anticuerpos conocidos como nuevos, evaluando su capacidad

diagndstica, prondstica y de respuesta terapéutica.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Demostrar la utilidad de los microarrays celulares en el descubrimiento de nuevas
reactividades antigénicas en neuropatias autoinmunes.

2. ldentificar nuevos autoanticuerpos con potencial relevancia clinica en CIDP y otras
neuropatias autoinmunes.

3. Describir las caracteristicas clinicas y biologicas de la NoA mediada por anticuerpos
anti-CNTN1.
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Abstract

Background and Objectives

Autoantibody discovery in complex autoimmune diseases is challenging. Diverse successful antigen
identification strategies are available, but, so far, have often been unsuccessful, especially in the
discovery of protein antigens in which conformational and post-translational modification are
critical. Our study assesses the utility of a human membrane and secreted protein microarray
technology to detect autoantibodies in chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy
(CIDP).

Methods

A cell microarray consisting of human embryonic kidney-293 cells expressing >5,000 human
proteins was used. First, a validation step was performed with 4 serum samples from patients with
autoimmune nodopathy (AN) to assess the ability of this technology to detect circulating known
autoantibodies. The ability of the cell microarray technology to discover novel IgG autoantibodies
was assessed incubating the array with 8 CIDP serum samples. Identified autoantibodies were
subsequently validated using cell-based assays (CBAs), ELISA, and/or tissue immunohistochem-
istry and analyzed in a cohort of CIDP and AN (n = 96) and control (n = 100) samples.

Results

Serum anti-contactin-1 and anti-neurofascin-155 were detected by the human cell microarray
technology. Nine potentially relevant antigens were found in patients with CIDP without other
detectable antibodies; confirmation was possible in six of them: ephrin type-A receptor 7 (EPHA7);
potassium-transporting ATPase alpha chain 1 and subunit beta (ATP4A/4B); leukemia-inhibitory
factor (LIF); and interferon lambda 1, 2, and 3 (IFNL1, IFNL2, IENL3). Anti-ATP4A /4B and anti-
EPHA?7 antibodies were detected in patients and controls and considered unrelated to CIDP. Both
anti-LIF and anti-IFNL antibodies were found in the same 2 patients and were not detected in any
control. Both patients showed the same staining pattern against myelinating fibers of peripheral
nerve tissue and of myelinating neuron-Schwann cell cocultures. Clinically relevant correlations
could not be established for anti-LIF and anti-IFNL3 antibodies.

Discussion
Our work demonstrates the utility of human cell microarray technology to detect known and
discover unknown autoantibodies in human serum samples. Despite potential CID P-associated
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Glossary

AN = autoimmune nodopathy; CBA = cell-based assay; CIDP = chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy;

DRG = dorsal root ganglia; EPHA7 =

ephrin type-A receptor 7; HEK293 = human embryonic kidney-293; IHC =

immunohistochemistry; LIF = leukemia-inhibitory factor; MS = multiple sclerosis; OD = optical density; SCs = Schwann cells.

autoantibodies (anti-LIF and anti-IFNL3) being identified, their dinical and pathogenic relevance needs to be elucidated in

bigger cohorts.

Introduction

Autoantibodies play a crucial role in the pathogenesis of many
autoimmune diseases, including neurologic ones, and are used
as biomarkers for their diagnosis, characterization, prognosis,
and treatment.' However, identifying clinically relevant au-
toantibodies in rare and heterogeneous autoimmune diseases

is challenging.

The discovery of autoantibodies as diagnostic biomarkers for
autoimmune diseases has been an important topic of research for
decades. Diverse technologies and experimental approaches have
been used.” Immunoprecipitation followed by antigen identifica-
tion with mass spectrometry has been one of the most common
strategies to identify novel protein antigens.”> More recently, new
autoantibody discovery technologies have emerged, such as pro-
tein microarrays and phage-immunoprecipitation techniques
Clinically relevant and pathogenic autoantibodies often target
conformational epitopes displayed in the cell surface. So far, high-
throughput autoantibody screening technologies were limited by
the non-natural conformation in which the antigens are presented.
Human cell microarray technologies expressing a large set of
membrane and secreted proteins have been developed to detect
the on-target and off-target effects of monoclonal antibodies or
therapies based in recombinant proteins.” This technique involves
the arraying on slides of large libraries of mammalian expression
vectors encoding human membrane and secreted protein cDNAs,
over which human embryonic kidney-293 (HEK293) cells are
grown with a transfection-enabling reagent to enable expression of
the cDNA-encoded proteins on the cell surface. These arrays are
then used for screening of reactivities against all cell-expressed
proteins. These features make this technology suitable for auto-
antibody screening and capable to overcome the limitations of
traditional techniques. While protein microarrays have been used
for the identification of novel autoantibodies before,”'® human
cell microarray technology has never been used.

Chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy
(CIDP) is a rare neuroimmunologic disorder of the peripheral
nervous system, in which autoantibodies seem to play an im-
portant role on its pathophysiology.'"'” Autoantibodies tar-
geting cell adhesion molecules of the node of Ranvier were
described in patients with CIDP leading to an emerging disease
category: autoimmune nodopathy (AN )3 These antibodies
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are present only in 5-10% of patients fulfilling CIDP diagnostic
criteria and target proteins such as contactin 1 (CNTN1),*"
contactin-associated protein 1 (Casprl 3,''7 neurofascin 155
(NF 115),"*" or pan-neurofascin (pan-NF)" and are associ-
ated with specific clinical phenotypes that are different from
typical CIDP. However, the target antigen(s) remain unknown
in the majority of patients with CIDP.

In this context, the aim of our study was to evaluate the human
cell microarray technology for autoantibody discovery, taking
CIDP as a paradigmatic example of a rare and complex au-
toimmune disease in which a diverse set of potentially relevant
antigens may play a role in its pathogenesis.

Methods

Experimental Design and Samples

This study was designed in 3 steps: (1) validation of the human
cell microarray technology in samples with known autoanti-
bodies, (2) autoantibody discovery in CIDP samples, and (3)
confirmatory experiments. In the first phase, 4 serum samples
from AN patients with known antibodies (1 anti-NF155, 1 anti-
NF140/186, 1 anti-CNTN1, and 1 anti-Casprl) were incduded.
In the discovery phase, a total of 8 CIDP patients” serum samples
were included: 4 from patients with typical CIDP and 4 from
patients with CIDP that showed IgG reactivity against neural
structures but in which the target antigen was not known®

(eFigure 1).

In the confirmatory phase, 96 serum samples were included.
These samples included sera from 83 patients with CIDP (in-
cluding the ones used in the discovery stage ) and 13 patients with
AN, all of them fulfilling the European Academy of Neurology/
Peripheral Nerve Society Task Force 2021 revised diagnostic
criteria”' and followed in our center. The control group included
100 serum samples from healthy controls (HCs, n = 40), patients
with multiple sclerosis (MS, n = 40), and patients with amyo-
trophic lateral sclerosis (ALS, n = 20), obtained from our biobank
(Spanish Ministry of Health code C.0002365).

Standard Protocol Approvals, Registrations,
and Patient Consents

Written informed consents were obtained from all patients for
sample handling and data collection. Participation in the study

Neurology.org/NN
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Figure 1 Prescreen of Autoimmune Nodopathy Samples
With a Known Antibody
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Prescreen of anti-NF1 55(A) and anti-CNTN1 (B) CIDP serum samples against
HEK293 cells overexpressing neurofascin (isoform 9 and 11), CNTN1, and
Caspr1 and CD20 and EGFR. Screening of rituximab biosimilar (anti-CD20; ©)
was performed as a positive control and transfection control (D). CIDP =
chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy.

was conducted under a protocol approved by the Institutional
Ethics Committee of the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(code of approval IIBSP-NAI-2022-88).

Human Cell Microarray Technology

Discovery of IgG autoantibodies was performed with the Ret-
rogenix cell microarray technology.” This approach included an
initial prescreen step to assess sample background reactivity and
dilution selection. Then, the 4 AN serum samples were added to
slides of fixed HEK293 cells overexpressing NF155, NF186,
CNTNI, and Casprl (as problem samples) and CD20 and
EGFR (as positive and transfection controls, respectively). After
this prescreen step, the 8 CIDP serum samples without known
autoantibodies were screened against fixed HEK293 cells/slides
expressing duplicate 5,861 human plasma membrane proteins
and cell surface-tethered human-secreted proteins, plus 371
human heterodimers. All transfection effidencies exceeded the
minimum quality threshold. An AlexaFluor647 anti-human
IgG Fc detection antibody was used to detect IgG binding to the
slides. Reactivities found were confirmed by a second analysis
that consisted of a new screening of all the samples (4 AN and 8
CIDP) against HEK293 cells expressing only the proteins that
had shown reactivity.

Neurplogy.org/NN

Reactivities were classified as specific and nonspecific and
divided by intensity (very weak, weak, medium, and strong).
Reactivities that were considered relevant were the ones that
were specific when appeared in duplicate and when intensity

was weak or higher.

Cell-Based Assays
Reactivities obtained in the discovery phase were validated

by cell-based assay (CBA) and/or ELISA (eTable 1).

In CBA, mammalian expression vectors encoding human
LIF, ATP4A+ATP4B, NPR3, or TNFSF4 were transfected
into HEK293 cells using Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
CA). Cells were then fixed with 4% paraformaldehyde,
permeabilized with 0.3% TritonX-100 if needed, and
blocked. ICC experiments were performed using patients’
sera and appropriate primary and secondary antibodies
(eTable 1).

ELISA

Maxisorb 96-well ELISA plates (Thermo Fisher Scientific,
NUNC, Denmark) were coated ovemight with LIF, EPHA7,
PIP, IFNLI, or IENL3 recombinant proteins (¢Table 1). Wells
were blocked with §% non-fat milk in PBS 0.1% Tween20 for 1
hour, incubated with diluted sera for 1 hour, and then in-
cubated with peroxidase conjugated rabbit anti-human IgG
secondary antibodies for 1 hour at room temperature. ELISA
was developed with tetramethylbenzidine solution (BioL-
egend, CA), and the reaction was stopped with 25% sulfuric
acid. Optical density (OD) was measured at 450 nm in a
Multiscan ELISA reader. Samples were considered positive by
ELISA when they had a AOD higher than the average healthy
control AOD plus 2 standard deviations. To calculate the an-
tibody titers, the ELISA was performed with different serum
concentrations (range 1/100-1/24300).

Peripheral Nerve and Stomach

Tissue Immunohistochemistry

Sera from patients showing positivity against LIF were used to
perform nerve tissue immunohistochemistry (IHC) on ma-
caque peripheral nerve preparations. IHC was also performed
on mouse stomach preparations to assess gastric mucosal
antibodies in sera from patients showing positivity against the
ATP4A/4B complex.

Macaque peripheral nerve slides and mouse stomach slides
(Inova Diagnostics, San Diego) were blocked with $% normal
goat serum in PBS, followed by incubation with patients’ sera at
1/40 for peripheral nerve tissue and 1/80 for stomach tissue. To
study the staining pattem, peripheral nerve tissue slides were also
incubated with rabbit antihuman S100 antibodies (ab52642,
Abcam) at 1/$0 to stain Schwann cells (SCs). Monkey-adsorbed
goat anti-human IgG AF488 (Southern Biotech, AL) and goat
anti-rabbit [gG AF594 were used as secondary antibodies in pe-
ripheral nerve tissue and goat anti-human IgG AF488 in mouse
stomach slides, all at a 1/500 concentration. Finally, slides were
mounted with Fluoromount and examined by 2 independent
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Table Clinical and Laboratory Features, and Protein Reactivities of Patients With CIDP Withouta Known Antigen Screened

in Human Cell Microarray

Maximum
Time from reactivity
Age at onset to Treatment at the 1gG reactivity against Protein reactivities found intensity
Sex onset(y) sample time of sample neural structures in human cell microarray detected

Patient 1 Female 30 14y Vg steroids - No specific hits identified -
Patient2  Male 51 1y Mg, steroids — Ephrin type-A receptor 7 Weak
Patient3 Male 67 2y Vg, steroids — Atrial natriuretic peptide receptar 3 Weak

Potassium-transporting Weak

ATPase subunit beta

Ephrin type-A receptor 7 Weak

Potassium-transporting ATPase Medium

alpha chain 1+ potassium-transporting

ATPase subunit beta
Patient4  Female 31 12y Vg — Ephrin type-A receptor 7 Weak
Patient5 Male 55 10y Vg Monkey cerebellum No specific hits identified -
Patient6 Male 62 6y Vg, steroids Human Schwann cellline  Ephrin type-A receptor 7 Weak
Patient7  Female 63 Onset None Human Schwann cell line  Tumor necrosis facter ligand Weak

superfamily member 4

Interferon lambda 1 Weak

Interferon lambda 2 Weak

Interferon lambda 3 Weak

Prolactin-inducible protein Weak

Leukemia inhibitary factor Weak/

Medium

Patient8 Msale 51 8y None Rat dorsal root ganglion  Ephrin type-A receptor 7 Weak

neurons

Abbreviations: CIDP = chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneurapathy; IVIg = IV immunoglobulin.

observers who were not blinded for diagnosis. Images were
obtained with an Olympus BXS1 Fluorescence Microscope
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

Myelinating Neuron-Schwann Cell

Coculture Immunocytochemistry

Dorsalroot ganglia (DRG) neuron and SC mixed cultures
were prepared from E16 rat embryos as reported
elsewhere.?

Live cocultures were then incubated overnight with patients’
sera diluted 1/100 in a myelinating medium at 37°C. Cells
were then fixed for 20 minutes with 4% PEA, permeabilized
for 10 minutes with methanol at —20°C, and blocked for 1
hour with 5% normal goat serum in PBS. Primary antibody
incubation with anti-myelin basic protein (808401, Biol-
egend) and anti-Casprl (ab34151, Abcam) at 1/300 was
performed for 1 hour at room temperature. After washing,
goat anti-human IgG AF488, goat anti-rabbit IgG AF594, and
goat anti-mouse IgG AF647 were used as secondary anti-
bodies at a 1/500 concentration.

Neurclogy: Neuroimmunology & Neurcinflammation | Volume 71, Number 3
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Coverslips were mounted with Fluoromount and examined by
2 independent observers who were not blinded for diagnosis.
Images were obtained with an Olympus BXS1 Fluorescence
Microscope.

Data Availability
Anonymized data not published within this article will be
made available by request from any qualified investigator.

Results

Human Cell Microarray Technology

Validation Phase

To assess the ability of the cell microarray technology to
identify known autoantibodies, serum samp]es of patients
with AN were incubated with slides of fixed HEK293 cells
overexpressing NF155, NF186, CNTN1, and Casprl and
CD20 and EGFR. Sera with anti-NF155 and anti-CNTNI
antibodies showed strong and specific reactivity with NF155
and medium and specific reactivity with CNTNI, respectively

| May 2024 Neurology.org/NN
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Figure 2 Immunocytochemistry of Anti-ATP4A/4B Antibodies
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HEK293 cellswere cotransfected with myc-DDK-~tagged vectors ATP4A and ATP4B, double-stainedwith serum IgG (A, C) and with commercial antibody against
c-myc (B, D). Patient3 IgG binds to transfected cells {A), and colocalizes with c-myc (B); in contrast with the healthy control (D), that does not show any reactivity

against ATP4A/4B-transfected cells.

(Figure 1). No reactivities were found on incubation of anti-
NF140/186 and anti-Casprl sera.

Autoantibody Discovery Phase

To then assess the ability of the cell microarray technulngy to
discover novel autoantibodies, sera from 8 patients with CIDP
were incubated with the human cell microarray. In total, 31
hits (potential antigens) were identified. A second analysis
screened all 12 serum samples (CIDP and AN) against
HEK293 cells expressing these 31 hits plus NF186, NF15S,
CNTNI, and Casprl. In this step, AN serum samples behaved
as in the validation phasc; 3 of the 4 AN samp]es also reacted

against Ephrin type-A receptor 7 (EPHA7).

Protein hits confirmed in the second analysis with the human
cell microarray in the 8 CIDP samples with unknown auto-
antibodies are summarized in the Table.

Confirmatory Experiments

All confirmed hits prfsented in the Table were included in the
confirmatory experiments with ELISA or CBA. If a specific hit
was confirmed (by ELISA or CBA) in the original sample
where it was detected, 96 serum samples from patients with
CIDP and AN (CIDP-AN cohort) and 100 control samples

were then tested against the confirmed hit.

Unspecific Autoantibodies

Anti-EPHA7 antibodies were detected in S of 8 patients in the
discovery phase (Table). ELISA was used to confirm the pres-
ence of antibodies against EPHA7, and only one of these patients
was positive (patient 3 in the Table). From all the patients with
CIDP-AN (n = 96) and controls (n = 100), one more patient
with CIDP was positive for anti- EPHA7 antibodies by ELISA

Neurplogy.org/NN
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(2/96) and 1 serum from the control group (1/100, L HC). This
reactivity was then ruled out as disease-specific, and no more
confirmatory experiments were performed.

Antibodies targeting the ATP4A/4B complex detected in patient
3 were confirmed by 1CC of ATP4A/4B-cotransfected HEK293
cells (Figure 2). No reactivity was found against HEK293 cells
transtected with ATP4A or ATP4B alone. We analyzed the
presence of anti-ATP4A/4B antibodies b)' ICC in all patients
with CIDP-AN (n = 96) and controls (n = 100). One patient
with AN (anti-NF155+; 2/96) and 3 controls (3/100, 2 HCs
and 1 patient with MS) were positive for anti-ATP4A/4B anti-
bodies. None of the patients positive for anti-ATP4A/4B had
gastric symptoms. Antibodies targeting ATP4A/4B have re-
cently been associated with atrophic gastritis because this com-
plex is present in gastric parietal cells.**** For this reason, we
performed [HC of mouse stomach slides and found that all
patients and controls (n = 5) with antibodies against the
ATP4A/4B complex showed reactivity against gastric parietal
cells (Figure 3). Although this reactivity was confirmed, it was

considered unrelated to CIDP.

Autoantibodies Detected Only in Patients With CIDP
Patient 7 showed reactivity against the leukemia-inhibitory
factor in the discovery phase. This reactivity was confirmed by
ELISA. An additional patient with anti-LIF antibodies was
identified by ELISA (2/96) while none of the control sera
tested reacted against LIF (0/100). Anti-LIF antibodies were
additionally confirmed in these 2 patients with an in-house
LIF-CBA (Figure 4). Patient 7 (anti-LIF+ patient I} did not
have any previously known antibody while the other pa-
tient (anti-LIF+ patient II) was also positive for anti-Casprl
antibodies.
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Figure 3 Anti-ATP4/4B-Positive Patient Reactivity Against Stomach Tissue

P3 (serum)

Healthy control (serum)

Mouse stomach preparation stained with patient
3 serumin IgG (A) and healthy control (B). Patient
3 with anti-ATP4A/48 antibodies reacts against
gastric parietal cells (A) while a healthy control
negative for anti-ATP4A/4B dces not (B).

Both patients were positive for anti-LIF in the fist sample (at
disease onset) when treatment had not been initiated. Anti-LIF
IgG titers were 1/8,100 for anti-LIF patient Iand 1/900 for anti-
LIF patient IL Anti-LIF antibody reactivity disappeared in both
patients in samples collected on successful treatment. The role of
LIF protein in the nervous system has been studied previously,
and it seems to play a role in demyelination /remyelination.”***
Thus, we dedided to study the reactivity of these patients’ sera
against peripheral nerve tissue. Sera from both anti-LIF + patients
showed strong IgG reactivity against the macaque peripheral
nerve witha pattern of staining that suggested binding to myelin
27( Figure § ). We also found that both patients showed reactivity
against myelin in myelinating DRG/SC cocultures (Figure 6).
Samples collected after treatment (that were negative for anti-
LIF) showed no reactivity against myelin.

Anti-LIF+ patients did not have common clinical features. Anti-
LIF patient I presented with an acute ataxic neuropathy that

subsequently relapsed 3 montbs later, fulfilling CIDP criteria.
Anti-LIF patient 11 presented with a sensory motor neuropathy
with proximal and distal weakness and was diagnosed with
typical CIDP. Clinical features of both patients are summarized
in eTable 2.

The same 2 patients who reacted against LIF also had anti-
bodies against interferon lambda 1 and 3. Reactivity against
IENL1 and IFNL3 detected in patient 7 in the discovery phase
was confirmed by ELISA. We did not test reactivity of patient 7
against [FNL2 because IFNL2 and IFNL3 share over 95% of
the sequence.”® Sequence identity between IFNLI and IFNL2
and between IFNLI and IFNL3 were 72.25% and 73.30%,
respectively, suggesting that these hits were identified as a result
of the binding of an autoantibody targeting a common epitope.
Therefore, we used only the IFNL3 ELISA to test the entire
cohort of patients with CIDP-AN and controls. When testing
the full cohort of patients and controls, one more patient tested

Figure 4 Immunocytochemistry of Anti-LIF Antibodies

P7 (serum) |B

Healthy control (serum)

P7 {anti-LIF) P7 (merge)

b ]

HEK293 LIF-transfected cells, double-stained with serum (A, ©) and with commercial antibody against LIF (B, D). Patient 7 |gG bindsto transfected cells {A), and
colocalizes with LIF(B); in contrast with the healthy control (D), that does not show any reactivity against LIF-transfected cells. LIF = leukemia inhibitory factor.
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Figure 5 Anti-LIF+ Patients’ Reactivity Against Peripheral Nerve Tissue

Anti-LIF patient | (sertim) | B

Anti-LIF patient W(serum) | E A
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Anti-LIF patient | (S100

Ithy control (S100)
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50 pm

Healthy control (merge)
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Macaque peripheral nerve sections double stained in green with anti-LIF+ patient | serum in IgG(A), anti-LIF+ patient |l (D), and healthy control (G) and inred

with 5100 (B, E, H). LIF = laukemia-inhibitory factor.

positive for anti-IFNL3 antibodies by ELISA (2/96) while
none of the controls showed reactivity (0/100). It is of interest
that the patients testing positive for anti-IFNL3 were the same
patients who tested positive for anti-LIF.

Nonconfirmed Reactivities

All other reactivities found in the discovery phase were not
confirmed (either by CBA or ELISA).

Discussion

Our work, using CIDP as a paradigmatic example of a rare and
heterogeneous autoimmune disease without a known antigen,
validates the ability of the human cell microarray technology to
detect novel autoantibodies. First, using patients with AN, we
demonstrated that the technology is able to detect previously
known autoantibodies. Then, we demonstrated that novel au-
toantibodies can be discovered with the human cell microarray
because we found 9 potential reactivities, and confirmation was
possible in six of them. Although the 6 confirmed reactivities
were proven with other different techniques, supporting their
presence in serum of the tested patients, only anti-LIF and anti-
IFENL were observed in the CIDP-AN cohort (and not in con-
trols). The dinical and pathogenic relevance to CIDP of these
antibodies is unclear and needs to be elucidated in larger cohorts.

Neurplogy.org/NN

Autoantibody discovery techniques have changed sub-
stantially in the past few decades. The human cell microarray
technology has appeared as a new technique to screen for on-
target and off-target reactivity of monoclonal antibodies,
recombinant proteins, or other drugs against membrane and
secreted proteins. The principal goal of this technology is to
represent the maximum coverage of the human membrane
proteome in a more physiologic environment. Our study
pmvides a pmof of princip]e that this tedumlugy is useful to
screen human sera for autoantibody discovery purposes in
autoinmune diseases, including neuroinmmune disorders.

In our work, 4 sera from patients with AN were used to
validate the technique. Specific reactivity against the known
antigen was shown in the samples harboring anti-NF155 and
anti-CNTN 1 antibodies. No other reactivities were found,
apart from EPHA7 that was considered unspecific. However,
samples harboring anti-Casprl and anti-NF140/NF186 an-
tibodies did not show reactivity. First of all, a recent inter-
laboratory validation study®” found that performance of the
CBA is decreased when sera are incubated with fixed cells (in
comparison with live CBA). The human cell microarray
technology expresses the proteins in fixed cells; this may
have played a role in the absence of reactivity in anti-Casprl
and anti-NF140/186 serum samples as well. As recently
described,'” detection of anti-Casprl antibodies by CBA is
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Figure 6 Anti-LIF+ Patients Reactivity Against Myelinating Neuron-Schwann Cell Cocultures

Antl-LIF patient| | B
Serum

Anti-LIF patient Il |E

Serum

Neuron-Schwann cell cocultures triple stained in green with anti-LIF+ patient | serumin IgG (A), anti-LIF+ patient |1 (D), and healthy control (G) and in red with
anti-Caspr1 and in purple with anti-myelin basic pretein (MBP) (B, E, H). LIF = leukemia-inhibitory factor,

improved when Casprl and CNTN1 (that form a complex)
are cotransfected, compared with transfection of Casprl
OnlyA Hlmmn Ct‘“ n‘liu'o.lrray l]sfd in our Wt)r]( t‘xprv:'s‘sed
Casprl or CNTN 1 transfected alone, and that could explain
the absence of reactivity when screening the anti-Casprl+
serum sample. Along the same lines, we found several
samples reacting against the ATP4A and ATP4B subunits of
the gastric proton pump. The reactivity of these antibodies
was significantly improved again when both subunits were
cotransfected. Although some heterodimers are represented
in the human cell microarray, these 2 findings suggest that
future versions of these technologies should aim to include a
growing list of multimeric protein complexes to make them
even more efficient.

Sera harboring antibodies against NF140/186 bind to a
common epitope of the 3 neurofascin isoforms (NF186,
NF15S, NF140). Apart from the fixed cells issue explained
before, the titers of the AN patient with antiNF 140/186 were
low (1/100). These 2 reasons probably account for the lack of
reactivity in this sample and again support the need of tech-
nologies that mimic the physiologic expression of the anti-
gens. However, despite only 2 of the 4 known autoantibodies
were detected with the human cell microarray technology, this
experiment proves that at least some disease-specific auto-
antibodies can be discovered with the technology with limited
off-target hits.

In addition to the known reactivities, we were able to confirm
(by CBA, ELISA, or both) 6 of the 9 reactivities that were
identified in the autoantibody discovery experiments, support-
ing the ability of the human cell microarray technology to un-
cover novel autoantibodies with a relatively clean and restricted
set of identified reactivities despite its high-throughput nature.
The specificity and cleanness of massive screening technologies
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is crucial when aiming to identify pathogenic antibodies in rare
autoimmune diseases.

After confirming the reactivities found, we tried to assess their
relevance by analyzing their presence in a larger cohort of pa-
tients with CIDP-AN and controls. As explained before, re-
activity against EPHA7 was considered unspecific because it was
found in patientsJ sera and one control. Autoantibodies against
ATP4A and ATP4B have been described previously in atrophic
gastritis:}'“ because this proton pump is present in the parietal
cells of the gastric mucosa. In our work, 2 patients and 3 controls
were positive for anti-ATP4A/4B antibodies, and IHC of the
mouse stomach confirmed the reactivity against parietal cells.
These findings supported that, despite being real autoantibodies
and confirmed the reports ofthe gastmentemlngy literature, th:fy
are unrelated to CIDP. In addition, and maybe of relevance for
the assessment of atrophic gastritis, our findings support the use
of CBA with cotransfected ATP4A/4B to detect these antibodies
in patients with atrophic gastritis and anti-parietal cell antibodies.

Antibodies targeting LIF have never been described before.
LIF is a pleiotropic cytokine from the interleukin-6 family that
acts on different cell types.*” It exerts a broad range of func-
tions on diverse organ systems by activating the JAK/STAT
transcription pathway. Its role in both central and peripheral
nervous systems has been studin:d,z“{'m"zl and it seems to be
related with the demyelination-remyelinating process that is
also central in CIDP pathophysiology. In our cohort, one
patient with CIDP and one with AN had anti-LIF antibodies,
demonstrated by 2 different techniques (ELISA and CBA),
while none of the controls had these antibodies. Considering
both the described functions and the apparent specificity of
the antibodies, we decided to study extensively these 2 pa-
tients. Both anti-LIF+ patients showed the same pattern of
staining in peripheral nerve tissue, suggesting binding to the

May 2024 Neurology.org/NN



84.88.183.253 on 8 April 2024

y

~org by

Downloaded from hitps //www.neurology.

peripheral nerve myelin, which could be potentially due to the
presence of LIF antibodies. However, determining whether
anti-LIF antibodies were responsible for the anti-myelin re-
activity in these 2 patients was not possible in our study
because of technical limitations related to poor performance
of commercially available anti-LIF antibodies. Moreover, one
of the anti-LIF—positive patients was also positive for Casprl,
an antibody with pathogenic potential, supporting that the
anti-LIF could be an epiphenomenon in that patient.** Be-
cause of that, although anti-LIF antibodies are present only in
our CIDP-AN cohort and not in controls, and positive pa-
tients have the same pattern of reactivity in nerve tissue, the
role of anti-LIF antibodies in CIDP and their pathogenicity
need to be further elucidated.

Finally, anti-interferon lambda reactivity was also confirmed. The
type III interferon family, also known as the interferon lambda
(IFNL) system, initiates the JAK/STAT transcription activation
pathway.** Antibodies against interferons are widely described in
the context of susceptibility to infections and autoimmunity,****
However, there is only one study published on anti-IFNL anti-
bodies (associated with persistence of respiratory symptoms after
COVID-19).* In our work, we found 2 patients with anti-IFNL3
antibodies that, interestingly, were the same ones that were pos-
itive for anti-LIF. IFNL and LIF proteins do not share a significant
proportion of their sequences, suggesting that the antigenic epi-
tope is not the same for both autoantibodies or does not relate to
their primary peptide sequence. Both IFNL and LIF activate the
JAK/STAT pathway, and this might be related to the fact that
they appear together, probably as an epiphenomenon. However,
these findings need further studies on larger cohorts of patients to
be clarified

One of the main limitations of our study at the time of
screening was the number of samples we were able to screen in
the discovery phase with the human cell microarray technology.
The human cell microarray technology is optimized and mar-
keted for drug and monoclonal antibody profiling (and not for
autoantibody discovery). The cost of screening each single
sample precluded the profiling of an entire cohort of patients
with CIDP. So, although we selected patients to optimize an-
tibody discovery success, we have likely left out other in-
teresting cases and cannot assume that the antigenic reactivities
of these 8 patients reflect those of the entire cohort. That same
limitation was the reason behind our choice of screening IgG
antibodies only, despite the fact that IgM autoantibodies are
also frequently found in other autoimmune neuropathies.
Furthermore, because the 8 samples screened in this first phase
were chosen according to specific criteria (typical CIDP or
reactivity against neural structures)), there is a selection bias that
certainly affects the generalization of the screening results.

Another limitation of the technique is that it uses fixed cells.
This may influence the reactivity against certain proteins
(as illustrated with the NF140/186-positive sample) but also
against some proteins or protein complexes in which the gly-
cosylated moiety or other post-traductional modifications are

Neurplogy.org/NN

relevant for the reactivity. Indeed, our study starts with the
assumption that the antigens yet to be discovered in CIDP are
proteins and that the antibodies are of the IgG isotype. The
existence of other chronic, demyelinating neuropathies in which
antibodies of the IgM isotype targeting gangliosides or glycans
are found might argue against this approach in CIDP.”

Our study provides the proof of concept that the human cell
microarray technology is useful as a novel autoantibody-
screening technology that could be used in other autoimmune
diseases, including neurologic ones. Despite potential CIDP-
associated autoantibodies (anti-LIF and anti-IFNL) being
identified, their clinical and pathogenic relevance in CIDP
needs to be further elucidated.
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Material suplementario.

Supplementary Figure 1. CIDP patients’ reactivity against different neural tissue. Monkey
cerebellum (A), human Schwann cell line (B,C) and rat dorsal root ganglion neurons (D),

stained with patients serum in 1gG (20).

Patient 5 (serum) Patient 6 (serum) .

Patient 7 (serum) Patient 8 (serum)
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. Sera . Blocking . o
Method Antigen dilution Coating solution Secondary antibody - dilution
. . . 5 pg/ml (in carbonate/
EPHA7 11657-HO8H, Sino Biological 1/50 bicarbonate buffer)
3 pg/ml (in carbonate/
LIF ab287941, Abcam 1/100 bicarbonate buffer
ELISA PIP TP303135, Origen Jio | SmemlGn carbonatel | ZEem D it anti
, vrigene bicarbonate buffer A7 Rabbit wma.r:_dw: IgG HRP
Tween-20 (Agilent) — 1/3000
12339-HNAH, Sino 1 pg/ml (in carbonate/
[FNL1 Biological 1/100 bicarbonate buffer
. . . 1 pg/ml (in carbonate/
IFNL3 11890-HO8H, Sino Biological 1/100 bicarbonate buffer
Method Antigen c-DNA clone .mm...s Permeabilization _w_en_m:_m WEEEH% an tibody- Secondary antibody - dilution
dilution solution dilution
Anti-LIF 1/100 (MAS5- | Goat anti-rabbit AF488 and
LIF @MMM%”MMN“ Yes 23809, Invitrogen) — | goat anti-human AF594 IgG —
P 1/100 1/500
CBA ATP4A/ATP4B RC211772, Origene + 1/50 No oowww\maa
RC206563, Origene ° . Goat anti-mouse AF488 and
Anti-emye (Merck) = | o o 2 nti-human AF594 1gG —
NPR3 RC219453, Origene No 1/200 g 11500 g
TNFSF4 RC224021, Origene No

Supplementary Table 1. List of candidate antigens evaluated by ELISA and/or cell-based

assays.
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Supplementary Table 2. Clinical and laboratory features of anti-LIF positive patients.

Anti-LIF patient | Anti-LIF patient Il

Sex Female Female
Age at onset 63 years 75 years
Initial diagnosis Acute ataxic neuropathy Typical CIDP
Clinical features

Onset Acute Subacute

Weakness Mild proximal weakness Severe proximal weakness

Ataxia Yes (severe) Yes
Nodo/Paranodal antibodies Negative Anti-CASPR1 positive
CSF

Proteins (g/L) 0.6 3.8

Cell count (cells/mm3) 13 13
Treatments

Steroids Yes, good response Yes, partial

IgEV Yes, good response Yes, partial

Others No Rituximab, good response
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Objective: To analyze long-term clinical and biomarker features of anti-contactin-1 (CNTN1) autoimmune
nodopathy (AN).

Methods: Patients with anti-CNTN1' autoimmune nodopathy detected in our laboratory from which clinical informa-
tion was available were included. Clinical features and treatment response were retrospectively collected. Autoanti-
body, serum neurofilament light chain (sNfL), and serum CNTN1 levels (sCNTN1) were analyzed at baseline and
follow up.

Results: A total of 31 patients were included. Patients presented with progressive sensory motor neuropathy (76.7%)
with proximal (74.2%) and distal involvement (87.1%), ataxia (71.4%), and severe disability (median INCAT at nadir of
8). A total of 11 patients (35%) showed kidney involvement. Most patients (?7%) received intravenous immunoglobulin,
but only 1 achieved remission with intravenous immunoglobulin. A total of 22 patients (71%) received corticosteroids,
and 3 of them (14%) did not need further treatments. Rituximab was effective in 21 of 22 patients (95.5%), with most
of them (72%) receiving a single course. Four patients (12.9%) relapsed after a median follow up of 25 months after
effective treatment (12-48 months). Anti-CNTN1 titers correlated with clinical scales at sampling and were negative
after treatment in all patients, but 1 (20/21). sNfL levels were significantly higher and sCNTN1 significantly lower in
anti-CNTN1" patients than in healthy controls (sNfL: 135.9 pg/ml vs 7.48 pg/ml, sCNTN1: 25.03 pg/ml vs
22,186 pg/ml, p < 0.0001). Both sNfL and sCNTN1 returned to normal levels after successful treatment.

Interpretation: Patients with anti-CNTN1' autoimmune nodopathy have a characteristic clinical profile. Clinical
and immunological relapses are infrequent after successful treatment, suggesting that continuous treatment is
unnecessary. Anti-CNTN1 antibodies, sNfL, and sCNTN1 levels are useful to monitor disease status in these

patients.

utoimmune nodopathies (AN) are a group of

immune-mediated neuropathies associated with anti-
bodies against cell adhesion molecules of the node of
Ranvier."* These antibodies target proteins, such as con-
rctin 1 (CNTN1),” conractin-associared protein  1,"”
neurofascin 155 (NF155).%7 or pan—neurofascin.g'(J They
account for 5-10% of patients fulfilling diagnostic criteria of
chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy
(CIDP).'” However, they have recently been chssified as a
different diagnostic category in the recent update of the
European Academy of Neurology/Peripheral Nerve Society
CIDP diagnostic guidelines'' due to their specific dinical,
pathological, and response to treatment profiles, that differ
from thase of CIDP.

CNTNI is an axonal protein present in the paranodal
reginn, where it forms 2 heterodimer with conmacrin-
associated protein | that binds to NF155 in the Schwann
cell side of the paranode. This complex forms seprare-like
axoglial junctions, also known as transverse bands, that con-
nect the paranodal loops of the Schwann cells to the
axon.'™  Autoantibodies against CNTN1  have been
described in patients with rapidly progressive sensory motor
neuropathy with predominant distal weakness and sensory
ataxia; and poor response to intravenous immunoglobulins
(V1 g)."'“‘ﬁ These antibodies have also been associared with
membranous glomerulonephritis (MGN), that can appear
concomitant o the neuropachy or isolated."™"” Small case
series suggest that rituximab is effective in anti CNTN1'
AN p:uic'fnls;,]8 but dara on long—rerm follow up and bio-
marker dynamics that help disease monitoring are lacking.

In the present study, we describe the clinical pheno-
type, long-term follow up. and response to treatment of the
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largest cohort of anti-CNTN1" AN parients so far. We also
report data on autoantibody, serum neurofilament light
chain (sNfL), and serum CNTNI (SCNTNI1) levels thar

support the use of these biomarkers in the follow up of anti-
CNTNI" AN patients.

Methods

Patients and Samples

We included all patients with anti-CNTNI antibodies
identified during routine clinical testing of  nodal/
paranodal antibodies from which clinical information was
available. The samples were obtained between April 2002
and February 2024. These patients were selected for fur-
ther characterization between May 2023 and February
2024. Demographic and clinical data were recorded in a
coded darabase. This study was conducted according to
a protocol approved by the Ethics Committee of the Hos-
pital de la Santa Creu i Sant Pau (code IIBSP-NAI-
2022-88). All patients gave written informed consent to
participate in the study.

Clinical and demographic data were retrospectively
collected by chart review by treating neurologists. Infor-
mation about ancillary tests (neurophysiological studies,
lumbar puncture, and nerve biopsy) was collected when
available. Disability scores, indluding the modified Rankin
Scale (mRS; 0-6),' the Inflammatory Neuropathy Cause
and Treatment (INCAT; 0—-[0),20 and the inflammarory
Rasch-built Overall Disability Scale (iRODS; 0-48) were
collected ar nadir and ar follow up when available
(at 1 month, 3 months, 6 months, and last follow up).
Response to therapy was defined as a good response,
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partial response, or no response, as classified by their pri-
mary neurologists depending on the routine clinical practice
of each center (22 centers). Most centers (13/21, 62%)
defined good response as a substantal improvement in func-
tionality, or based on dlinical scales (7/21, 33%), especially
INCAT (21 point). A total of 11 centers (52%) defined par-
tial response as an improvement of neurological examination,
but not in functionality, 8 centers defined partial response as
an improvement in clinical scales without reaching the good
response definition, | center defined partial response based
on neurological examination, and 1 center based on subjec-
tive improvement of the patients. Relapse was defined as
clinical worsening after effective treatment. Remission was
defined as absence of relapse (clinical or immunological) after
effective treatment.

Serum samples were obtained at diverse time points
during routine autoantibody testing and stored at —80°C

untl needed.

Anti-CNTN1 Antibody Detection and Titration
Antibodies against CNTNI1 were analyzed by both fixed
and live cell-based assay (CBA). A mammalian expression
vector encoding full-length human CNTNI1 ¢cDNA (EX-
A1153-M02; GeneCopoeia, Rockville, MD, USA) was
transfected into HEK293 cells using lipofectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

In fixed CBA. cells were then fixed with paraformal-
dehyde 4% and blocked with rabbit serum 1/40 in
phosphate-buffered saline. Double immunocytochemistry
was performed using 1/100 diluted sera or 1/10 diluted
cerebrospinal fluid (CSF), followed by and-CNTNT1 anri-
body at 1/1,000 (AF904; R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), and then secondary antdbaodies at 1/500 (rab-
bit anti-goat AF488 and rabbit antd-human AF594).
Finally, slides were mounted with Fluoromount (Sigma,
ST. Louis, MO, USA) and examined by two independent
observers. Images were obtained with an Olympus BX51
Fluorescence Microscope (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan).

In live CBA, sera diluted in 1/100 in cell culture
medium were incubated with CNTNI-transfected
HEK293 cells for 1 h at 37°C. Then, cells were fixed with
paraformaldehyde 4% and blocked with rabbit serum
1/40 in phosphate-buffered saline. Primary and secondary
antibodies were then incubated as in fixed CBA.

Enzyme-linked immunosorbent assay  (ELISA)  was
used as a confirmatory technique, and for titration and
isotype identification. Maxisorb  96-well ELISA plates
(T'hermo Fisher Scientiicc, NUNC, Roskilde, Denmark)
were coated overnight with 1 pg/ml human recombinant
CNTNI1 protein (Sino Biological, Beijing, China). Wells
were blocked with 5% non-fat milk in phosphate-buffered

March 2025

saline 0.1% Tween 20 for 1 h, incubated with scra diluted
1/100 for 1 h, and then incubated with peroxidase conju-
gated rabbit anti-human immunoglobulin G (IgG) secondary
antibody or IgG subtypes (Invitrogen) for 1 h at room tem-
perature. ELISA was developed with terramethylbenzidine
solution (BioLegend, San Diego, CA, USA), and the reaction
was stopped with 25% sulfuric acid. Oprical density was
measured at 450 nm in a Multiscan ELISA reader. Samples
were considered positive by ELTSA when they had a change
in optical density higher than the average healthy control
change in optical density plus 2 standard deviations. To cal-
aulate the antibody titers, the ELISA was performed with dif-
ferent serum concentrations (range 1/100-1/24,300).

sNfL Levels Detection

sNIL levels were measured in all available anti-CNTN1"
AN samples at onset and follow up, and compared with
60 aged-matched  healthy  conwols  (HC)  and
111 Guillain—Barré syndrome (GBS) using the Simoa
NF-light kit in the SR-X Immunoassay Simoa analyzer
(Quanterix, Boston, MA, USA), as previously described.*!
The samples were anmalyzed in duplicates following the
manufacturer’s instructions and standard procedures. All
sNfL values were within the linear ranges of the assay.
The intra-assay and interassay coefficients of variation at
the intermediate level were 12.6 and 5.2%. sNfL percen-
tiles and z-scores were calculated using the sNIL Reference
App for both the adult and children populations.”*?* A
z-score cutoff of 1.5 was considered relevant based on data
published on multiple sclerosis.”?

sCNTN1 Levels

SCNTNI1 levels were measured in all available and-
CNTNI " AN samples at onset and follow up, and com-
pared with 74 HC. sCNTNI levels were measured ar the
Neurochemistry Laboratory at Amsterdam UMC using
the Human Magnetic Luminex Assay (LXSAHM; R&D
Systems) on the Bio-Plex 200 system (Bio-Rad Laborato-
ries, Veenendaal, the Netherlands) according to the manu-
facturer’s instructions, as previously described.?® The
intra-assay coefficient of variation was 1.9%, and none of
the measurements had an intraassay coefficient of variation

>15%.

Statistical Analysis

Descriprive statistics are shown as the mean (£SD) or
median [interquartile range] in continuous variables, and
as frequencies (percentage) in categorical variables. Differ-
ences in sSNfL, sSCNTNI levels and clinical scales between
groups were analyzed with the 7 test or the Mann—
Whitney U test when appropriate. Correlations between
anti-CNTNI1 antibody titers or sNfL and dlinical scales
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were assessed using the Spearman  cocfhicient. The
Kruskal-Wallis test was used to compare sNfL levels
actoss groups based on anti-CNTN1 antibody titers.
Statistical significance for all analyses was set at 0.05
(2-sided). All staristical analysis and graphs were done with
SPSS vession 26 (IBM, Armonk, NY, USA) and Gra-
phPad Prism v9 (GraphPad Prism Software, San Diego,
CA, USA).

Results

Anti-CNTN1 Antibody Screening

A total of 32 patients positive for anti-CNTN1 antibodies
from 2002 to 2023 were identified. However, positivity
could not be confirmed in | patient, resulting in 31 anti-
CNTNI1™ patients included in the study. All serum sam-
ples were positive in fixed and live CNTN1 CBA, except
1 that was only positive in live CBA (Figure S1). In
10 patients, only the initial sample was available; samples
at different time points were available in 21 (11 patients
with 2 samples, three patients with 3, 3 patients with 4, 1
patient with 6, 1 patient with 9). CSF was available in
3 patients.

Baseline Clinical Features

Mean age at disease onset was 50.3 years and 24 patients
(77.4%) were men. Initial diagnosis was GBS in
16 (51.6%) patients, CIDP in 12 (38.7%), and others
in 3 (sensory neuropathy, lumbosacral radiculopathy, and
diabetic neuropathy). Three patients (9.7%) were children
(aged 2, 3, and 10 years old). The most common form of
presentation was sensory motor (23/30, 76.7%), with
S patents that presented with a sensory-ataxic form
(16.7%), and 2 with a pure motor form (6.7%). Most
patients had symmetrical (23/29, 79.3%) weakness. Distal
weakness was present in 27 patients (87.1%; upper limbs:
2431, 77.4%; 23/31 74.2%), and
23 patients (74.2%) had proximal weakness (upper limbs:
15/31, 48.4%; lower limbs: 23/31 74.2%). Most patients
had sensory deficit in the lower limbs (28/31, 93.5%),
and 23 in the upper limbs (74.2%). Ataxia was frequent
(20/28, 71.4%), being severe (walking aids needed) in
13 patients (46.4%); and 7 patients (24.1%) had tremor.
Facial weakness was the most common cranial involve-

lower limbs:

ment (8/31, 25.8%), and respiratory involvement was rare
(2/31, 6.5%).

Lumbar puncture was perﬂ)rmcd in 30 patients and
revealed a median protein level in CSF of 2.4 g/L [1.4-
5.8]. Nerve biopsy (sural) was obtained in 5 patients
(3 axonal neuropathy,
1 normal).

I demyelinating  neuropathy,

Neurophysiological studies (n = 20) demonstrated
clear demyelinating features, with motor distal latency
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prolongation and nerve conduction slowing in most
patients (18/20, 90%). All patients had sensory abnormal-
ities. Decreased CMAP amplitudes were also present in a
high number of patients (14/20, 70%). Needle electromy-
ography was available in 14 patients, and half of them
(7/14) had spontaneous activity. Motor nerve conduction
studies are summarized in Table S1.

A total of 11 patients (35.5%) had a renal disease.
Five patients (16.1%) were diagnosed with MGN during
or after neuropathy onset; 1 of them had proteinuria
before neuropathy onset. Three patients had nephrotic
range proteinuria (but a kidney biopsy was not carried
out). Three additional patients had a previous kidney
involvement of unknown cause (2 chronic kidney disease
and 1 post-renal acute failure).

Further information on clinical features is detailed in

Table 1.

Clinical Response to Treatment and Follow Up
Patients received a median of 3 [2-4] weatments during
follow up. Data on patients’ treatment and response are
summarized in Table 2. All patients excepr 1 received
IVIg (97%), 22 patients received corticosteroids (71.0%),
and 15 patients (48.4%) were treated with plasma
exchange (PLEX), with a median 5 sessions [4, 5]. A total
of 22 patients (71.0%) were treated with rituximab.
Cyclophosphamide was used in 4 patients (12.9%), cyclo-
sporine in 1 patient (3.2%), and azathioprine in
1 patient (3.2%).

Six patients had good response to IVIg (20%), and
13 (43.3%) partial response. Only 1 patent with good
response to IVIG (3.3%) did not need additional thera-
pies. All other patients required treacment with corticoste-
roids and/or rituximab due to neuropathy worsening.
Resp()nse to corticosteroids  was gm)d in 8 patients
(36.7%) and partial in 6 patients (27.2%). Three (13.6%)
of the parients thar responded to corticosteroids did not
need additional therapies. Two (6.5%) received 1VIg com-
bined with corticosteroids to achieve neuropathy remis-
sion, and it was not possible to assign the response to any
of them. Three patients needed rituximab as a second-line
therapy, despite showing good initial response to cortico-
steroids. The most common corticosteroid regimens were
oral prednisone 1 mg/kg/day (10/22, 45.4%) and oral or
intravenous methylprednisolone pulses (10/22, 45.4%).

Rituximab was effective in 16 patients (16/22, 72.7%),
and partially effective in 5 (5/22, 22.7%). One patient’s
response to rituximab is pending evaluation due to recent
administradon. However, antibody titers have become nega-
tive and sNfL have decreased significantly in this patient.
The most common infusion protocol was 2 doses of
1,000 mg (13/22, 59.1%); 16 (16/22, 72.7%) patients
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Sex (M), n (%) 24 (77.4%)
Age at onset, years (mean =+ SD) 50.3 £22.4
Age at diagnosis, ycars (mean + SD) 512 £22
Previous cardiovascular risk factors, n (%)

Hypertension 12 (38.7%)

Diabetes mellitus 3 (9.7%)

Dyslipidemia 8 (25.8%)
Orher autoimmune diseases, n (%) 6 (19.4%)
Initial diagnosis, n (%)

Guillain-Barré syndrome 16 (51.6%)

CIDP 12 (38.7%)

QOthers 3 (9.7%)
Clinical course, n (%)

Relapsing—remitring 9 (29%)

Progressive 22 (71%)
Time to nadir, n (%)

Acute (<] month) 6 (19.4%)

Subacure (1-2 months) 6 (19.4%)

Chronic (>2 months) 19 (61.3%)
Clinical presentation, n (%)

Sensory motor 23 (76.7%)

Pure sensory/ataxic 5 (16.7%)

Pure motor 2 (6.7%)

Weakness upper limbs, n (%)

Proximal and distal 15 (48.4%)

Proximal 0 (0%)

Distal 9 (29%)
Weakness lower limbs, n (%)

Proximal and distal 17 (54.8%)

Proximal 6 (19.4%)

Distal 6 (19.4%)

RODS = Rasch-built Overall Disabiliry Scale.

Table 1. Baseline Demographic and Clinical Data of Anti-Contactin-1 Autoimmune Nodopathy Patients (n = 31)

Abbreviations:  INCAT = Inflammatory  Neuropathy Cause and Trearment; IQR = intarquartile  range; mRS = modificed Rankin  Scale;

Sensory deficits upper limbs, n (%)

Superficial sensation 21 (67.7%)

Vibration 16 (51.6%)
Sensory deficits lower limbs, n (%)

Supetficial sensation 26 (83.9%)

Vibration 24 (77.4%)
Tremor, n (%) 7 (24.1%)
Pain, n (%) 12 (40%)

Araxia, n (%)

Mild (tandem not possible) 3 (10.7%)
Moderate (ataxic gait but independent) 4 (14.3%)
Severe (walking aids needed) 13 (46.4%)
Cranial involvement, n (%)
Bilatcral facial palsy 8 (25.8%)
Ophthalmoparesis 2 (6.5%)
Dysphagia 1 (3.2%)
Renal involvement, n (%) 11 (35%)
Membranous glomerulonephritis 5 (16%)
Respiratory involvement 2 (6.9%)

Clinical seales at diagnosis, median [IQR]

mRS (n = 20) 4[3-5]

INCAT (n=21) 5 [3-9]

RODS (n = 11) 19 [4-23]
Clinical scales at nadir, median [IQR]

mRS (0= 26) 4 [4-9]

INCAT (n=21) 8 [5-9]

RODS (n = 13) 10 [5-21]
Clinical scales at last follow up, median [IQR]

mRS (n = 20) 2 [1-3]

INCAT (n =19 3[0-5]

RODS (n = 7) 47 [35-48]

received a single course of treatment, whereas 2 patients
received 2 courses, and 3 patents every 6 months. Nine
patients were not treated with rituximab. The reasons for
not treating with rituximab were: 6 patients with good
response to corticosteroids and/or 1VIg, 2 patients died
before starting ricuximab, and the reason in 1 is unknown.

March 2025

The response to cyclophosphamide in 4 patients
was: 2 patients with no response, 1 had a good initial
response to the first cycle, but did not respond in subse-
quent cycles, and the last patient was treated with
rituximab concomitant to cyclophosphamide, so its rle
on the neuropathy improvement is unknown. No
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No. patients, n (%)

Vg 30 (97%)

PLEX 15 (48.4%)

Corticosteroids 22 (71%)
Rituximab 22 (71%)
Last effective treatment
Vg 1,3.2%
IVIg + corticosteroids 2, 6.5%
Corticosteroids 3,9.7%
Rituximab 21, 67.7%
No effective treatment 3, 9.7%

Response, n (%)

Yes: 6, 20%
Partial: 13, 43.3%
No: 11, 36.7%

Yes: 5, 33.3%
Pardal: 8, 53.3%
No: 2, 13.3%

Yes: 8, 36.4%
Partial: 6, 27.3%
No: 8, 36.4%

Yes: 16, 72.7%
Partial: 5, 22.7%
No: 0

Table 2. Treatment and Clinical Response of Anti-Contactin-1 Autoimmune Nodopathy Patients (n = 31)

Dose/protocol, n (%)

2 g/kg per course (monthly)
1 course: 12, 40%

2 courses: 7, 23.3%

3 courses: 4, 13.3%

>3 courses: 5, 16.7%
Unknown: 2, 0.7%

No. sessions, median [IQR]: 5 [4-5]

MP pulses: 10, 45.4%
Oral {mg/kg): 10, 45.4%
Others: 3, 13.6%

14+ 1: 13, 5%%
4:2, 9%
44 2:1,4.5%

Abbreviations: 1VIg, intravenous immunoglobulins; PLEX, plasma exchange; 1 + 1: 1 g doses scparated by 2 weeks; 4 375 mgfmZ every week for 4
conscautive weeks: 4 + 2: 375 mg/m® every week for four consecutive weeks, and then mondhly for the nexe 2 montds,

Others: 6, 27.3%

response was seen in the patient treated with cyclosporine,
and response to azathioprine is unknown.

Clinical scales ar diagnosis, nadir, and last follow up
are summarized in Table 1. The worst scores on clinical
sales (mRS, INCAT, and RODS) were detected ac nadir
(Table 1), with significant improvement during follow up
(mRS, INCAT, and RODS at nadir vs last follow up,
£<0.0001; Fig 1). The median follow-up time was
35 months [18-76 months] from onset, and 25 months
[12-48 months] from effective treatment (Fig 2). Four
patients (12.9%) experienced a clinical relapse after effective
trearment: 1 patient treated with corticostercids, and 3 with
rituximab. The first 1 was retreated with corticosteroids and
achieved remission. In rituximab-treated pnliems, relapse
appeared after a median time from infusion of 18 months
[16-55 months]. Two of them were retreated with riruximab
with good response, and the other 1 with rituximab and
cyclophosphamide with no response. Finally, another patient
worsened 2 months after starting rituximab (and needed
adding corticosteroids), but was not considered a relapse,

534

82

because it had been a short time since the start of rituximab.
Four (12,9%) patients died during follow up: 2 because of
the neuropathy, 1 of pneumonia, and another of a dissemi-
nated neoplasm.

Finally, nephropathy outcomes were available in
7 patients. Five patents (4 rituximab, 1 IVIg
+ corticosteroids) improved their kidney function and/or
proteinuria in parallel to neuropathy improvement. In the
remaining 2 patients (treated with rituximab), renal function
stabilized with treatment, as soon as the neuropathy started
to improve. Interestingly, 2 of the patients with concomitant
nephropathy and neuropathy relapsed after rituximab. Both
patients had an initial good response of the renal parameters
o rwuximab, and worsened again with the relapse of the

neuropathy.

Immunological Characteristics

Anti-CNTN1 CBA positivity was confirmed in all patients
by ELISA. Titers of anti-CNTNI1 andbodies at first sample
ranged from 1/900 to >1/24,300. Autcantibodies were
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Figure 1: Clinical scales of anti-contactin-1-positive autoimmune nodopathy patients at onset and follow up. Patients in which
clinical scales were available at diagnosis, nadir, 612 months, and last visit were: 26, 26, 17, and 20 for modified Rankin Scale
(mRS); 21, 21, 15, and 19 for Inflammatory Neuropathy Cause and Treatment (INCAT); and 11, 13, 9, and 7 for Rasch-built
Overall Disability Scale (RODS). The circle represents the median value, and the whiskers indicate the interquartile range. [Color
figure can be viewed at www.annalsofneurology.org]

*X
| *
Il
I %
|l I *?
I X1
X
1% B Last treatment effective
I None
1% | IVIg + corticosteroids
1 * IVig
I o* Corticosteroids
I * Rituximab
*
rl I IVig
I * |  Corticosteroids
! * ¥ Rituximab
0 I * X X Relapse
| &3
%
%
3
¥
Il
&
1%
* ] L
L Ll L Ll L | ) Ll L
0 20 40 60 80 100 200 300

Months follow-up

Figure 2: Follow-up of all anti-contactin-1-positive patients (n = 31). Patients are represented individually from onset to last
follow up. Treatment with intravenous immunoglobulins (IVIg), corticosteroids, rituximab, and relapses are indicated as
expressed in the legend. Bar color indicates the last effective treatment. Exact date of infusion of rituximab in 1 patient is
missing (expressed as a question mark).
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predominandy of the IgG4 subclass in all patients, but sCNTN1 Levels

1 (IgG1 only). All patients (n = 21) were negative for anti- sCNTNI levels were analchd in 21 antii-CNTN1T AN
CNTNI antibodies after treatment, except for 1 patient with patients (13 patients with samples at onset and follow up,
high anti-CNTNI1 titers (>1/24,300) tested 6 months after 3 patients only at onset, and 5 patients only at last follow
rituximab that remained positive at significandy lower titers up), and in 74 HC. Age was not taken into consideration,

(1/900). All patients that presented with a clinical relapse as SCNTN1 is not associated with age’" Median
after riniximab were positive at the moment of relapse for sCNTNI at onsct was 25.03 pg/ml [7.6-180.6 pg/ml],
anti-CNTN1 antibodies. Finally, we were able to study the and was significantly lower compared with samples ac last
presence of anti-CNTNI1 antibodies in CSF from 3 patients follow wup (median 21,801 pg/ml [2,930-36,779],
by fixed CBA and ELISA, with only 1 patent testing p = 0.0003) and HCs (median 22,186 pg/ml [19,729—
positive. 24,735], p<0.0001; Fig 4). No differences were found

between samples at last follow up and HC (p = 0.85),

suggesting that patients after trearment achieve normal

SsNfL levels of sSCNTN1. Five follow-up samples had low levels
sNfL levels of anti-CNTN1" AN patients were analyzed of SCNTN1 (<10,000 pg/ml). These follow-up samples
in samples available at onset (n = 28) and at last follow were collected a median of 7 months™ * after onset, a sig-
up (n=21); in 111 GBS patients and 60 HC (Fig 3A). nificantly earlier follow-up sample than the patients with
Additionally, sNfL levels were also analyzed in other sSCNTNI1 increase (median 27.5 months [10.5—
moments of the disease in 10 patients to analyze the 74.6], p = 0.01).

kinerics (n = 19). sNfL levels correlated with age in HC

(r=0.72, p<0.001), but not in patients with anti- Relationship Between Biomarkers and Clinical
CNTNI1" AN (r = 0.29, p = 0.13). sNfL levels were sig- Status

nificantly higher at onset compared with last follow up During follow up, all patients tested after treatment, but

(135.9 pg/ml vs 9.59 pg/ml, p <0.0001) and with HC 1 (1/21), were negative for anti-CNTN1 antibodies. sNfL
(7.48 pg/ml, p < 0.0001). sNIL levels at onset were also decreased in all patients tested after treaunent (n = 21),
significantly  higher compared with GBS patients achieving normal levels at last follow up. Median anti-
(48.04 pg/ml, p=0.004). No differences were found CNTNI titers, sNfL, and sCNTNI at different follow-up

between sNfL in anti-CNTN 1" AN patients at last follow time points available are summarized in Figure 5.
up and HC (p = 0.6). Regarding the z-score, all patients Absolute anti-CNTNI titers at different points of
before treatment had a zscore >1.5, with normalization the disease correlated with mRS (n = 38, » = 0.61,

after treatment (z-score <1.5) in 17 of 21 patients (81%; £ <0.0001), INCAT (n =43, r=0.58, p=0.0002),
Fig 3B). Four patients remained with a z-score >1.5 after and sNfL (n =61, »=0.71, » <0.0001) at sampling,

treatment; however, 2 of them started with signiﬁcanrly and nega(ively correhted with RODS also at sampling
higher z-scores (1.5-fold), and in 1 of them the onset sam- (n =20, r= —048, p = 0.03; Fig 6). sNfL also corre-
ple was missing. lated with INCAT (n = 38, r = 0.64, p < 0.0001), and
A B
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Figure 3: Patients with anti-contactin-1-positive autoimmune nodopathy had significantly higher serum neurofilament light chain
(sNfL) at onset compared to last follow-up, healthy controls (HC), and Guillain-Barré syndrome (GBS) patients. (A) Raw values,
the line in the center represents the median value, and the whiskers indicate the interquartile range; (B) z-scores. [Color figure
can be viewed at www.annalsofneurology.org]
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Figure 4: Serum contactin-1 (sCNTN1) levels. Patients with
anti-CNTN1"  autoimmune nodopathy at onset had
significantly lower levels of SCNTN1 levels compared with
last follow up and healthy controls (HC). The line in the
center represents the median value, and the whiskers
indicate the interquartile range. [Color figure can be viewed
at www.annalsofneurology.org]

negatively with RODS (n = 22, r= —0.49, p = 0.02) at
sampling, but not with mRS. sCNTNI levels correlated
negatively with mRS ac sampling (n = 35, r = —0.42,
2=001), and negatively with sNfL (n= 30,
r = —0.0.66, p < 0.0001). However, we did not find any
correlation between antibody titers, sNfL, or sCNTNI
levels ar onser, with disability ar last clinical evaluation.

Discussion

The present study describes the clinical and biomarker fea-
tures of the largest anti-=CNTNI1™ AN cohort so far, and
supports that patients with anti-CNTN1 antibodies have
a clinical phenotype that includes sensory motor neuropa-
thy, proximal and distal involvement, and severe ataxia,
combined with very high CSF protein levels and poor

response to [VIg. Acute onset and demyelinating features
in the neurophysiological studies were also frequent. Renal
involvement was present in one-third of the patients,
highlighting the importance of studying the presence of
nephropathy in these patients. Qur data support the uil-
ity of rituximab to achieve disease remission in this disor-
der, even after a single rituximab course, and reveal a low
relapse rate, suggesting that continuous treatment might
not be necessary in most patients once remission is
achieved. Finally, anti-CNTNI antibody titers, sNfL
levels, and sSCNTNI levels are useful to monitor response
to trearment and discase activity, and may help in thera-
peutic decision making in the follow up.

Anti-CNTN1" AN is a very rare, but relevant, auto-
immune neuropathy. As such, only small cohorts and case
series of patients with this condition have been published

4,15,2 N :
191525 and patients’ features and therapeutic

in past years,
regimens are based on limited information, particularly in
the long term. In the first description, anti- CNTN1" AN
patients were reported o be older than CIDP paliem.\.”
The median age in our cohort was similar to that of other
CIDP cohorts,”® and 10% of our patients were children.
Information about pediatric AN is scarce, with a single
cohort of children with inflammatory neuropathies that
showed the prevalence of antibodies to nodal/paranodal
proteins can be similar to the adult popul:nion‘n Initially,
it seemed that pediatric ant-CNTN1 could be less aggres-
sive, as in the first case published,lx rituximab was not
needed to achieve remission. However, the 2 other pediat-
ric patients included in our study received rituximab,
suggesting that anti-CNTN17 children may behave simi-
lar to adult cases. We have not found relevant associations

with other medical conditions, inc]uding diabetes mellitus,
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Figure 5: Biomarkers’ kinetics of anti-contactin-1-positive (CNTN1") autoimmune nodopathy patients at onset and follow-up.
Samples available for serum neurofilament light chain (SNfL) were 28 at diagnosis, 14 at 6-12 months, and 15 at last visit; for
CNTN1 titer were 27 at diagnosis, 14 at 6-12 months, and 15 at last visit; and for sSCNTN1 were 17 at diagnosis and at last
follow up. The circle represents the median value, and the whiskers indicate the interquartile range. [Color figure can be viewed

at www.annalsofneurology.org]
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reports” or small series of patients'® describing the benefi-
cial effect of rituximab in anti-CNTN1" AN patients have
been previously published. A major conuibution of the pre-
sent study is that most anti-CNTN1" AN patients in which
rituximab was administered only needed 1 course 1o achieve
long-hsting remission. Long-lasting response after a single
course of rimuximab has also been described in other
IgGA4-related diseases, such as MuSK myasthenia3(’ or pem-
phigus’” The reason why when CD207 B-cells are rep-
opulated, the pathogenic antibodies do not appear again is
unknown. Even if other therapies (corticosteroids, cyclophos-
phamide etc.) can also be useful, we suggest that rtuximab
should be considered as an early therapeutic option (or even
as first-line treatment) for this disorder, as a single course
could be enough to maximize disease control, minimizing
side-effects, treatment burden, and costs.

Anti-CNTNI1 antibodies are pathogenic according
to in viro and invivo studies.'*** % We hypothesized
that antibody levels should correlate with clinical status.
The relationship berween clinical status and  antibody
titers is well known in some other IgG4 neurological
diseases,”®* bur dara on ant-CNTNT1 anribodies do not
exist. Importantly for monitoring purposes, the present
study supports that IgG4 anti-CNTN1 antibodies disap-
pear in remission and re-appear again in relapses and,
thus, antibody titers could be used to monitor disease
activity and guide the need for further ueatment. Because
of that, we suggest that testing ant-CNTN1 antibodies
during follow up would be useful to detect which patients
need close clinical monitoring.

Furthermore, the present study also demonstrates thar
patients with anti-CNTN1" AN have high levels of sNfL
compared with HC, and even with GBS parients ar onser.
sNfL levels are associated with discase severity and axonal
variants, and have an independent prognostic value in GBS
paticms,zl'ﬂ suggesting that they could also be useful w©
detect axonal damage in autoimmune nodopathies. sNfL
levels have been studied in ant-NF155 patients’ and pan-
neurofascin,” and have also been associated with disease
activity. All patients included in the present cohort showed
elevated sNfL levels at onset when compared with normal
levels stratified by age, and in most of them returned to nor-
mal levels on successful treatment. This drop in sNfL was
accompanied by dinical improvement in all cases, demon-
strating that sNfL can also be used to monitor disease activity
and the need for trearment escalation. Finally, unlike GBS,
we have not found that baseline sNfL levels are associated
with poorer prognases at last follow up. This may be due to
factors other than axonal damage, such as treatment choices
or diagnostic delay that may also influence long-term disabil-

ity. Nonetheless, the number of patients included in our
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whort was not sufficient to demonstrate long-term prognos-
tic value of sNfL, as it happens in GBS.

CNTNI is a secreted protein that remains attached o
the axonal membrane through glycosylphosphatidylinositol
anchors in the myelinated nerves, bur CNTN1 can also be
found in plasma in a soluble form.> As CNTNI is akso
expressed in myelinating fibers of the central nervous system,
it was initially studied as a soluble biomarker in multiple scle-
rosis, demonstraring its prognostic value. ™ Laer, it was
demonstrated that AN patients had markedly lower levels of
SCNTNI1 when compared with CIDP patients, with anti-
CNTNI AN patients being the subgroup with the lowest
levels of sSCNTN1.% Although the logical hypothesis of this
was that anti-CNTN1 antibodies cleared
sCNTNI, it was unclear, because other AN, such as anti-
NF155, also had low levels of SCNTNI, so this reduction
could be related to other inherent factors of the disease. We
now confirm that SCNTNI kvels are extremely low in
CNTN1' AN patients at onset, and return to normal levels

reduction

after treatment, suggesting that the drop in the antibody
titers phys a role on the reappearance of SCNTNI in the
anti-CNTN1 AN subgroup (nor in the rest of AN). How-
ever, the return to normal levels of SCNTN1 seems slower
than with sNfL so, although sCNTN1 mighr also be a good
biomatker to monitor disease activity, its comparative advan-
tage with sNfL is unclear.

The main limitation of the present study was the
small number of patients and its retrospective nature,
including the retrospective analysis of trearment efficacy
using chart review. More frequent follow-up visits using
solid clinimetrics and sampling is necessary o beter
understand the rate of improvement in these severely dis-
abled patients, and the dynamics of ani-CNTN1 anci-
bodies, sNfL, and sCNTNI to assess their usability as
biomarkers of disease acrivity. Despite that, anti-CNTNI
AN is an extremely rare disorder and, with 31 patients,
our cohort provided useful information on clinical, bio-
marker, and ueatment response features that will inform
the neuromuscular community on how to treat these
patients more efficiently.

In conclusion, the present study supports that, first,
anti-CNTNI1 AN patients represent a distinct subset of auto-
immune neuropathies with poor response to IVIg, and excel-
lenc and long-lasting response to rituximab; second, that
dinical and immunological relapses are rare in this disorder;
and chird, thar antibody tirers, sNfL, and sCNTNI1 might
be useful biomarkers to monitor disease activity.
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Material suplementario.

Supplementary Table 1. Motor conduction studies of first electrophysiological available in
anti-CNTN1 AN patients (n=20).

Distal latency
(mS)

Amplitude (mV)

Velocity (m/s)

Ulnar Wrist- Below elbow
Normal values <3.3 5.0 248
Patients results, mean + SD
Right (n=15) 8.1+8.1 3.8+3.1 30.9+15.6
Left (n=6) 6.4+ 3.1 34+34 31+13.9
Median Wrist- Elbow
Normal values <3.9 26.0 =50
Patients results, mean + SD
Right (n=17) 72125 51+4 33.3+16.6
Left (n=11) 7.7+29 42+21 341+155
Peroneal Ankle- Knee
Normal values <5.0 2.0 242
Patients results, mean + SD
Right (n=16) 8.2+4.1 1.8+28 35.5+£10.6
Left (n=14) 98+44 1.9+29 33.4+9.1
Tibial Ankle- Knee
Normal values <6.0 =23.0 =38
Patients results, mean + SD
Right (n=13) 76+3.6 0.8+0.9 35.3+£9.2
Left (n=13) 7.7+3.6 1.2+1.9 37+9.2

&9



Supplementary Figure 1. Live vs fixed CNTN1 CBA. Serum patient IgG staining (A,D) and
commercial antibody against CNTN1 (B,E), in live (A,B,C) and fixed (D,E,F) CNTN1 CBA.
One patient’s serum binds to CNTN1- transfected HEK293 cells when incubating in live cells
(A), and not in fixed cells (D).

Live CBA

Fixed CBA
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5. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS

Las neuropatias inflamatorias son un grupo heterogéneo de enfermedades del SNP con
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos. Los autoanticuerpos juegan un papel importante
en su fisiopatologia. Sin embargo, solo se han identificado autoanticuerpos en un pequefo
de subgrupo de pacientes (como aquellos con autoanticuerpos dirigidos contra proteinas
del nodo de Ranvier). Ademas, el conocimiento sobre los pacientes con los diferentes
anticuerpos conocidos es limitado, dada la baja prevalencia de estas enfermedades. Por
este motivo realizamos estos dos trabajos incluidos en esta tesis doctoral.

El primer trabajo tenia dos objetivos fundamentales. Por una parte, demostrar la utilidad
de un microarray celular (Retrogenix, con expresion de mas de 5000 proteinas en células
HEK293) para detectar nuevos autoanticuerpos en suero de pacientes; y por otra, encontrar
nuevos autoanticuerpos en pacientes con CIDP. Con los anteriores objetivos, se dividio el
estudio en tres fases: una primera fase de validacidon, una segunda de descubrimiento, y

finalmente una tercera de confirmacion.

En la primera fase de validacién, se analizo la reactividad del suero de cuatro pacientes con
anticuerpos conocidos (1 anti-CNTN1, 1 anti-NF155, 1 anti-Caspr1 y 1 anti-NF140/186)
contra el microarray celular, a fin de validar la técnica para su uso en la identificacion de
nuevas dianas antigénicas. Posteriormente en la fase de descubrimiento, se analizo la
reactividad de suero de 8 pacientes con CIDP (4 con una CIDP tipica, y 4 con reactividad
conocida frente a tejidos nerviosos) para encontrar nuevos potenciales anticuerpos.
Finalmente, con las reactividades encontradas en la fase anterior, se realizaron
experimentos de confirmacion de los nuevos autoanticuerpos (mediante ELISA y/o
inmunocitoquimica de células transfectadas). Los autoanticuerpos confirmados, se
estudiaron finalmente en una cohorte extensa de pacientes con CIDP o NoA (n=96) y

controles (n=100), para dilucidar su relevancia clinica.

El microarray celular detecto los anticuerpos anti-CNTN1 y anti-NF155 correctamente. Sin
embargo, el microarray no evidencié reactividad en los pacientes con anticuerpos anti-
Caspr1 y anti-NF140/186. En la fase de descubrimiento, se detectaron un total de 9
reactividades en los 8 pacientes estudiados (2 pacientes sin reactividad, 4 pacientes con 1
sola, 1 paciente con 4 y 1 paciente con 6). De los potenciales autoanticuerpos se pudieron

confirmar seis en los mismos sueros mediante inmunocitoquimica de células transfectadas
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y/o ELISA. Los autoanticuerpos confirmados en los sueros de la fase de descubrimiento
fueron: anti- ATP4A/4B, anti-EPHA7, anti-LIF, e anti-interferon lambda 1,2 y 3 (IFNL).

Finalmente, todos los anticuerpos confirmados fueron estudiados en las cohortes de
confirmacion (96 pacientes y 100 controles). De ellos, los anti-ATP4A/4B y los anti-EPHA7
se encontraron tanto en pacientes como en controles, por lo que no se consideraron
relevantes en la CIDP. De hecho, los anti-ATP4A/4B se habian descrito previamente en
pacientes con gastritis atrofica y anticuerpos anti-mucosa gastrica. Por este motivo, en
nuestro trabajo analizamos la reactividad de los sueros positivos contra tejido gastrico, y se
confirmé que todos los pacientes con anti-ATP4A/4B eran aquellos con anticuerpos contra

células parietales gastricas.

Los anti-LIF y anti-IFNL 1,2,3 se encontraron en un paciente en la fase de descubrimiento
y se confirmaron mediante ELISA y/o inmunocitoquimica. En el cribaje en la cohorte de
confirmacion, se encontraron ambos juntos en otro paciente (un paciente con una nodopatia
autoinmune anti-Caspr1) y en ningun suero control (0/100). Dado que la proteina LIF (del
inglés leukemia inhibitor factor) se conoce que tiene un papel importante en la mielinizacion,
decidimos estudiar en profundidad estos dos pacientes. Se objetivd que ambos sueros anti-
LIF+ presentaban un patron de marcaje contra mielina en inmunohistoquimica de nervio

periférico y en cocultivos de neuronas mielinizadas-células de Schwann.

Por otra parte, en el segundo trabajo, el objetivo era conocer en profundidad tanto las
caracteristicas clinicas como inmunolégicas de los pacientes con nodopatia autoinmune
anti-CNTN1. Se realizd un estudio retrospectivo donde se incluyeron pacientes con
anticuerpos anti-CNTN1. Se recogieron datos clinicos, respuesta a diferentes tratamientos
y seguimiento a largo plazo. Ademas, se recogieron muestras seriadas de estos pacientes
de cara a estudiar el valor de los titulos de anticuerpos, asi como biomarcadores de
actividad como los sNfL y la SCNTN1. Los sNfL se midieron mediante SIMoA en todas las

muestras disponibles y los niveles de SCNTN1 mediante Luminex.

Se incluyeron 31 pacientes con anticuerpos anti-CNTN1 identificados en la rutina
asistencial. La edad media de inicio fue de 50,3 afos, con predominio masculino (77,4%).
La forma clinica mas frecuente fue una neuropatia sensitivo-motora progresiva (76,7%),
caracterizada por debilidad distal (87,1%) y proximal (74,2%), ataxia sensitiva (71,4%) y
elevada discapacidad (mediana de las escalas clinicas al nadir: INCAT 8, mRS 4, RODS

10). Tal y como se habia descrito previamente, aproximadamente un tercio de los pacientes
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(11/31, 35%) presento afectacion renal, principalmente en forma de glomerulonefritis

membranosa.

Respecto al tratamiento, el 97% de los pacientes recibio IgEV, aunque solo un 20% mostro
una buena respuesta inicial. De los pacientes con buena respuesta inicial a las IgEV, solo
un paciente presentd una respuesta sostenida sin necesidad de mas tratamientos.
Asimismo, los corticoides también fueron ampliamente usados (22/31 pacientes, 71%),
logrando remision clinica en 3 pacientes. Finalmente, el rituximab fue administrado en 22
pacientes (71%), con una tasa de respuesta favorable en todos los pacientes menos en uno
(pendiente de respuesta en el momento del estudio) siendo suficiente un unico ciclo en el
72% de los casos. Tras una mediana de seguimiento de 25 meses tras el tratamiento
efectivo, solo el 12,9% presento recaidas clinicas, todas ellas asociadas a la reaparicién de
autoanticuerpos anti-CNTN1.

En cuanto a los biomarcadores, los titulos de anticuerpos anti-CNTN1 se correlacionaron
significativamente con la gravedad clinica evaluada mediante escalas como el mRS vy el
INCAT. Tras el tratamiento, los anticuerpos negativizaron en todos los casos salvo uno, en
el que los titulos bajaron significativamente tras seis meses de tratamiento. Los niveles
séricos de sNfL fueron significativamente mas elevados en pacientes al inicio (mediana:
135.9 pg/ml) en comparacién con controles sanos (mediana 7.48 pg/ml) y pacientes con
SGB (mediana 48.04 pg/ml), normalizandose tras el tratamiento efectivo. Asimismo, los
niveles séricos de SCNTN1 estaban significativamente disminuidos al inicio (mediana: 25.03
pg/ml), y se normalizaron progresivamente tras la remision clinica (mediana: 22186 pg/ml).
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6. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION

En esta tesis se presentan dos estudios centrados en el estudio de autoanticuerpos en
neuropatias autoinmunes. Por un lado, se describe una nueva técnica de descubrimiento
de autoanticuerpos y se exponen posibles nuevos antigenos; y, por otro lado, se aumenta
el conocimiento sobre los pacientes con NoA anti-CNTN1.

Muchos grupos de investigaciéon han centrado sus estudios en la busqueda de nuevos
autoanticuerpos en CIDP. Una de las nuevas técnicas de cribaje descrita recientemente es
el microarray celular, que consiste en la expresion de un gran numero de proteinas en
células humanas, de cara a presentarlas de la forma mas fisiologica posible y asi, estudiar
sus interacciones con fluidos. Hasta el momento, esta técnica solo se habia usado para el
estudio de la reactividad de anticuerpos monoclonales, proteinas recombinantes u otros

farmacos contra proteinas de membrana o secretadas.

El primer trabajo demuestra que el microarray celular (Retrogenix) es una tecnologia util
para la identificacion de autoanticuerpos en enfermedades autoinmunes raras como la
CIDP. Es el primer trabajo publicado que plantea que esta técnica puede ser util para el
descubrimiento de anticuerpos en suero, ya que hasta ahora solo se habia utilizado para

detectar dianas de farmacos.

En primer lugar, la utilidad de esta técnica se evidencia con la deteccién de anticuerpos
conocidos como la anti-NF155 y anti-CNTN1. Sin embargo, no se detectaron reactividades
de sueros con anticuerpos anti-Caspr1 o anti-NF140/186, posiblemente debido a
limitaciones de la técnica. Una de las limitaciones mas importantes es la falta de
coexpresion de complejos proteicos, como por ejemplo la coexpresiéon de CNTN1 y Capsr1,
necesaria para la deteccion de parte de los anticuerpos anti-Caspr1.

En segundo lugar, en la fase de descubrimiento se detectaron nueve potenciales
reactividades, seis de las cuales se pudieron confirmar mediante técnicas complementarias.
De estas seis solo los autoanticuerpos anti-LIF y anti-IFNL se encontraron exclusivamente
y de forma conjunta en pacientes con neuropatias autoinmunes (1 CIDP y 1 NoA) y no en
controles. El analisis detallado de los anticuerpos anti-LIF se realizé ya que la proteina LIF
esta implicada en procesos de desmielinizacidn-remielinizacién. Este analisis revel6 que
ambos pacientes positivos presentaron un patrén de reactividad comun contra la mielina

del nervio periférico, aunque no se pudo establecer la contribucion directa de estos
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anticuerpos en esta reactividad ni en la fisiopatologia de la enfermedad, debido a

limitaciones técnicas.

Entre las limitaciones de este primer estudio destacan el reducido numero de muestras
analizadas en la fase de descubrimiento, la seleccién dirigida de muestras que podria
sesgar los resultados, y el enfoque exclusivo en anticuerpos IgG, sin exploracion de
autoanticuerpos de otras clases como IgM, relevantes en neuropatias inflamatorias.
Asimismo, el uso de células fijadas podria afectar la deteccion de autoanticuerpos frente a

antigenos conformacionales o con modificaciones postraduccionales criticas.

El segundo trabajo de esta tesis describe caracteristicas clinicas, evolucion a largo plazo
y dinamica de biomarcadores en la cohorte mas larga hasta la fecha de pacientes con NoA
anti-CNTN1. Los resultados confirman que estos pacientes presentan un fenotipo clinico
caracteristico, que incluye neuropatia sensitivo-motora grave con afectacion proximal y
distal, ataxia severa y niveles muy elevados de proteinas en LCR. La afectacion renal
aparece en aproximadamente en un tercio de estos pacientes, especialmente en forma de
glomerulonefritis membranosa, evoluciona de manera paralela a la neuropatia, lo que

refuerza la necesidad de realizar cribado de enfermedad renal en estos pacientes.

Desde el punto de vista terapéutico, la respuesta a IgEV y a corticoides es limitada. Aun
asi, existe un pequefio grupo de pacientes que logra remision completa con corticoides, lo
que hace pensar que pueden ser utiles en algunos pacientes. El tratamiento con rituximab
es altamente eficaz, con remision clinica sostenida en la mayoria de los casos tras un solo
ciclo. Estos datos sugieren que los pacientes con anti-CNTN1 podrian beneficiarse de un
tratamiento precoz con rituximab como estrategia de primera linea, minimizando asi la
carga terapéutica y los efectos secundarios asociados a terapias prolongadas. Nuestro
estudio también apunta, que, tras la remision clinica, la tasa de recaidas es baja (13%) por

lo que el tratamiento mantenido podria ser innecesario.

Finalmente, en este trabajo también se estudi6 el papel de los biomarcadores seroloégicos
en pacientes con anti-CNTN1. Se observo una correlacidon entre los titulos de anticuerpos
anti-CNTN1 y la actividad clinica, ya que los pacientes negativizaban anticuerpos tras el
tratamiento eficaz, y en los pocos pacientes que presentaron recaidas, volvian a reaparecer
los anticuerpos. Los niveles sNfL (muy elevados) y de sCNTN1 (muy bajos) también se

correlacionan con actividad cinica, volviendo a niveles normales tras el tratamiento eficaz.

A pesar de las limitaciones inherentes al disefio retrospectivo y al tamafio relativamente

pequeno de la cohorte, el estudio aporta evidencia robusta sobre las caracteristicas clinicas,
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respuesta terapéutica y valor de biomarcadores en esta enfermedad rara. Estos hallazgos
tienen implicaciones relevantes para el manejo clinico, sugiriendo que los anticuerpos anti-
CNTN1, sNfL y sCNTN1 podrian guiar las decisiones terapéuticas y el seguimiento

evolutivo en la practica clinica.

En resumen, esta tesis valida una nueva técnica de deteccién de nuevos autoanticuerpos
que puede ser utilizada en otras enfermedades autoinmunes. Se detectaron nuevos
potenciales autoanticuerpos, pendientes de conocer su relevancia clinica. La deteccion de
estos nuevos anticuerpos es esencial para la correcta caracterizacion de los pacientes, tal
y como se demuestra en el segundo trabajo, donde describimos una cohorte de pacientes
con anticuerpos anti-CNTN1. El segundo trabajo describe las caracteristicas clinicas de
estos pacientes, asi como la respuesta a tratamiento y el seguimiento a largo plazo, que
ayudara a mejorar la practica clinica habitual.
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. CONCLUSIONES

- El microarray celular es una técnica novedosa util para detectar anticuerpos
conocidos e identificar nuevos autoanticuerpos en sueros de pacientes con
enfermedades autoinmunes como la CIDP.

- Los anticuerpos anti-LIF y anti-IFNL se han identificado en un subgrupo de pacientes
con CIDP, sin embargo, su relevancia clinica y patogénica requiere de mas estudios.

- Disponer de técnicas para conocer nuevos autoanticuerpos es indispensable de cara
a poder identificar nuevos subgrupos de pacientes, como las nodopatias
autoinmunes.

- Los pacientes con nodopatia autoinmune anti-CNTN1 tienen un fenotipo clinico
caracteristico, en forma de una neuropatia sensitivo-motora grave, ataxia y
afectacion renal.

- El tratamiento mas eficaz en los pacientes con anti-CNTN1 es el rituximab, logrando
remision clinica en la mayoria de los casos tras un solo ciclo, asi como baja tasa de
recaidas.

- Los titulos de autoanticuerpos anti-CNTN1, los niveles de sNfL y de SCNTN1 son

utiles para monitorizar la actividad clinica pacientes con anti-CNTN1.
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8. LINIAS DE FUTURO

En primer lugar, esta tesis doctoral demuestra la utilidad de un microarray celular para la
deteccion de nuevos autoanticuerpos en suero. Esto abre la puerta a usar el microarray
para descubrir nuevos anticuerpos y ampliar el numero de muestras de pacientes
analizadas. Dado que esta técnica se usa para el descubrimiento de 1gG, seria de interés
también ampliar la técnica a anticuerpos IgM, ya que son de gran importancia en el campo

de las neuropatias autoinmunes.

En segundo lugar, se describen dos nuevos potenciales autoanticuerpos en neuropatias
inflamatorias, los anti-LIF y los anti-INFL. De cara a estudiar su relevancia clinica y
patoldgica, se analizara la presencia de estos anticuerpos en cohortes mas extensas de
CIDP y neuropatias autoinmunes, para encontrar nuevos pacientes y poder ampliar el

conocimiento de estos anticuerpos.

Finalmente, esta tesis amplia el conocimiento de los pacientes con NoA anti-CNTN1. Dado
que el estudio presentado se trata de un estudio retrospectivo, tiene sus limitaciones. En
primer lugar, es necesario realizar un estudio prospectivo con recogida de escalas clinicas
de forma sistémica, asi como muestras de laboratorio. Esto nos permitira, por una parte,
evaluar de forma objetiva la respuesta a los diferentes tratamientos; y por otra, conocer
correctamente la cinética de los anticuerpos anti-CNTN1, los sNfL y la CNTN1 soluble.
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