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1. INTRODUCCION

El GAD (glutamato decarboxilasa) es la enzima que cataliza la sintesis del
neurotransmisor inhibitorio 4cido gamma-aminobutirico (GABA) a partir del glutamato.
El GAD se expresa selectivamente en los botones sinapticos de las neuronas GABA-
érgicas. Fuera del sistema nervioso se encuentra en altas concentraciones en las células
beta de los islotes pancreiticos, sin que existan diferencias entre el GAD de las células
pancreéticas o del sistema nervioso.

La respuesta inmune contra el GAD se ha relacionado con la patogenia de dos
enfermedades humanas, el sindrome de la persona-rigida (Stiff-Person syndrome)?? y la
diabetes mellitus insulino-dependiente (DMID).%5

Alrededor del 80% de los pacientes con DMID recientemente diagnosticada
presentan autoanticuerpos anti-GAD (Ac-GAD) y éstos pueden ser detectados afios
antes del inicio de la clinica. Constituyendo los Ac-GAD un marcador serolégico precoz
y altamente predictivo de futuro desarrollo de DMID en sujetos no diabéticos.®

El sindrome de la persona-rigida (SPR) es un raro trastorno del sistema nervioso
central caracterizado por rigidez muscular progresiva asociado a espasmos dolorosos.
Los Ac-GAD son detectados aproximadamente en el 60% de los pacientes con SPR. La
autoinmunidad anti-GAD en estos pacientes esta estrechamente asociada a la presencia
de otras manifestaciones endocrinas, principalmente DMID, y a otros anticuerpos

organo-especificos, lo que sugiere una patogénesis mediada inmunolégicamente. En los
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pacientes con SPR, a diferencia de los diabéticos, el titulo de Ac-GAD es muy superior y
reconocen epitopos especificos y diferentes.’

El papel patogénico directo de los Ac-GAD en el SPR es controvertido por ser el
GAD un antigeno citoplasmatico no expuesto al medio extracelular. La respuesta
autoinmune anti-GAD puede ser un epifenémeno relacionado con la destruccién celular
y la exposicién de este antigeno, pero su ausencia, en general, en otras enfermedades
degenerativas lo hace improbable.

No obstante, se ha descrito la presencia de Ac anti-GAD en pacientes aislados con
enfermedades "degenerativas" cerebelosas,?”# mioclonias palatinas,® y "parkinsonismo".?
Excepto en dos de estos pacientes,’”? los anticuerpos fueron detectados en grupos
controles utilizados para evaluar la frecuencia de estos anticuerpos en el SPR, y su perfil
clinico e inmunolégico es desconocido.

El objetivo principal de este proyecto es evaluar la frecuencia de Ac-GAD en
enfermedades neurolégicas en las que existe una disfuncion GABA-érgica conocida. Su
evaluacién permitird dar respuesta a si la autoinmunidad anti-GAD es un
epifenémeno, y si existe algtin ofro subgrupo de pacientes con caracteristicas
inmunolégicas similar al del SPR, pero con presentacién clinica diferente. La
caracterizacién del perfil clinico e inmunolégico de este subgrupo de pacientes es el

segundo objetivo propuesto en este estudio.

10



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

2. PROPIEDADES BIOQUIMICAS Y FUNCION DEL GAD

El GAD, enzima que cataliza la sintesis del GABA a partir del acido glutamico, se
expresa selectivamente en los botones sindpticos de las neuronas GABA-érgicas. Fuera
del sistema nervioso su distribucion es mucho mas restrictiva localizindose en las
células epiteliales de las trompas de fallopio, en los espermatozoides, y en altas
concentraciones en las células beta de los islotes pancreaticos. La funcién del GAD en las
neuronas es obvio, pero su papel en otros tejidos es mas desconocido. La presencia de
GAD y GABA en los islotes beta, y de receptores GABA4 en las células alfa, sugiere que
el GABA esta involucrado en las sefales paracrinas entre estas células endocrinas.

Se conocen dos isoformas del GAD de acuerdo con su masa molecular, el GAD65
y el GAD67. Ambas formas contienen un cofactor necesario para la actividad
enzimatica, el piridoxal-5-fosfato. La secuencia molecular del GAD65 y del GAD67 ha
sido determinada en diferentes especies revelando una considerable conservacioén en su
evolucién. En e] hombre, el GAD65 y el GAD67 son producto de dos genes diferentes.
El GAD67 es una proteina que contiene 594 residuos de aminoacidos y es codificada en
el cromosoma 2, mientras que en el GAD65 son 585 los residuos aminoacidos y se
codifica en el cromosoma 10. Entre ambos existe una homologia en el 65% de la
secuencia de aminoacidos, difiriendo sustancialmente en su regién amino-terminal. Las
dos isoformas son sintetizadas en el citoplasma como moléculas solubles. Mientras que
el GAD67 permanece soluble, la mayoria del GAD65 sufre un cambio postranslacional y

es anclado en la membrana de las vesiculas sinapticas de las neuronas GABA-érgicas o

11
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de las pequenas microvesiculas tipo sinapticas de las células beta.! Estudios
inmunohistoquimicos han demostrado que ambas formas estin concentradas en los
botones sindpticos, si bién difieren en su distribucién intracelular. Asi el GAD67 se
distribuye por toda la neurona, mientras que el GAD65 primariamente se concentra en
los axones terminales.!* Técnicas cuantitativas han mostrado a su vez que es el GAD65 la
forma predominante en las células beta de los islotes pancreaticos humanos.!!
3. AUTOINMUNIDAD GAD EN LA DIABETES MELLITUS INSULINO-

DEPENDIENTE

La DMID es el resultado de una destruccién autoinmune de las células beta de los
islotes pancreaticos productores de insulina. Este es un proceso autoinmune crénico, que
tiene lugar durante afios en una fase presintomatica, apareciendo las manifestaciones
clinicas tras la destruccién de la mayoria de las células beta. Una serie de caracteristicas
identifican la patogénesis autoinmune de la DMID. Estas incluyen el marcador
patolégico de la DMID, un infiltrado inflamatorio de los islotes pancreaticos
ocasionando la lesién conocida como "insulitis". Este infiltrado inﬂamatorid consiste de
linfocitos T CD4* y CD8*, mas un numero variable de linfocitos B, macré6fagos y células
killer. La enfermedad conlleva una susceptibilidad genética asociada al antigeno
leucocitario humano (HLA) del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Una
mayor frecuencia de asociacién a otras enfermedades autoinmunes endocrinas como
tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves, Addison, anemia perniciosa y vitiligo.1

Alrededor del 80% de los pacientes con DMID recientemente diagnosticada presentan

12
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Ac-GAD, y éstos son detectados afios antes del inicio de la clinica en un 70-80% de los
sujetos con alto riesgo de desarrollarla. Diferentes estudios han puesto de manifiesto que
los Ac anti-GAD constituyen un marcador serolégico precoz y de alto valor predictivo
de futuro desarrollo de DMID en sujetos no diabéticos.® Estudios poblacionales han
confirmado la alta proporcién de positividad de los anticuerpos en la etapa preclinica,
con una sensibilidad como anélisis predictivo de desarrollo de DMID del 82% y una
especificidad del 100% .13 Se sabe que la respuesta celular-T contra el GAD, en ratones
diabéticos no obesos (NOD), es el primer evento en la induccién de la autoinmunidad
contra las células beta que llevara a su destruccién y a la aparicion de la diabetes.' En el
ser humano, los estudios de proliferacién de células T en sangre periférica en respuesta
al GAD también ponen en evidencia el papel patogénico de este antigeno en el
desarrollo de la DMID. Asi la proporcion de sujetos con respuesta proliferativa positiva
es significativamente mayor en parientes de primer grado con alto riesgo de
desarrollarla, aquellos que presentan anticuerpos anti-islote (ICA +), que en sujetos de
bajo riesgo (controles y parientes ICA -).15 Por otra parte, se ha encontradé una relacién
inversa entre la respuesta inmune humoral y la respuesta celular anti-GAD en sujetos
de alto riesgo. Asi, altas concentraciones de Ac-GAD se asocian a una baja respuesta
proliferativa y concentraciones bajas a una alta respuesta, sugiriendo que una vez
sensibilizada la célula frente al GAD, la desviacién de la respuesta inmune hacia la
autorreactividad celular T es la que conducira al desarrollo de la DMID. Idea que

corrabora que la destruccién de la célula beta estdi mediada por células T, y en
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consonancia con que una alta concentracién de Ac-GAD se asocia a una lenta progresién
hacia el desarrollo de la enfermedad clinica.1¢
4, SINDROME DE LA PERSONA RIGIDA (STIFF-MAN SYNDROME)

El término sindrome de hombre rigido (stiff-man syndrome) fue introducido por
primera vez por Moersch y Woltman en 1956% al describir las caracteristicas clinicas de
14 pacientes examinados en la Mayo Clinic durante el periodo comprendido entre 1924
y 1956. Desde la descripcién original, numerosos casos han sido publicados en la
bibliografia recibiendo también la denominacién de sindrome de la persona rigida
(SPR).18 El SPR es un trastorno poco frecuente del sistema nervioso central caracterizado
por rigidez muscular progresiva, de predominio axial, con espasmos dolorosos
espontaneos o precipitados por estimulos sensitivos, y la presencia de una actividad
continua de unidades motoras en el electromiograma.’? La patogenia precisa de este
sindrome es desconocida, si bién en la actualidad se piensa que tiene una base
autoinmune.’ Fisiopatologicamente, se cree que es el resultado del desequilibrio entre
las vias excitatorias catecolaminérgicas y las inhibitorias GABA-érgicas que controlan la
actividad de las neuronas motoras alfa de la médula espinal.? El tratamiento mediante
agonistas de la neurotransmision GABA-érgica es efectivo en la mejoria de la
sintomatologia, sin que afecte, no obstante, al curso de la enfermedad.!

4.1 Caracteristicas clinicas

Los sintomas suelen tener su inicio entre la cuarta y quinta décadas de la vida, si

bién se han descrito casos anecdéticos de pacientes jévenes.2 Varones y mujeres se ven
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afectados por igual, aunque la frecuencia en funcién del sexo varia entre las diferentes
series.1921

En 1967, Gordon et al®® propusieron unos criterios diagnoésticos, que
posteriormente fueron modificados por Lorish et al?* en 1989 y son los criterios

actualmente aceptados (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios diagnésticos del sindrome de persona-rigida

Clinicos

1. Inicio gradual de rigidez y envaramiento de la musculatura axial

2. Lenta progresién de los sintomas para afectar a la musculatura proximal
3. Deformidad persistente de la columna (> Postura hiperlorddética de la
columna lumbar)

4. Espasmos musculares episddicos desencadenados por movimientos bruscos,
sacudidas, ruidos, y trastornos emocionales

5. Funciones cognitivas normales

6. Exploracién motora y sensitiva normal

Neurofisiclégicos

7. Actividad continua de unidades motoras en el EMG

8. Actividad EMG abolida por la administracién intravenosa de diazepam, o

respuesta positiva al tratamiento oral con diazepam

La enfermedad suele tener un inicio insidioso con aparicién de la rigidez en la
musculatura axial. El curso, lentamente progresivo, se caracteriza por la extensién de la
rigidez desde el tronco a la musculatura proximal de las extremidades. La contractura
persistente de la musculatura axial, especialmente de los misculos paraespinales,
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toracolumbares y abdominales, ocasiona su rigidez y determina una caracteristica
hiperlordosis lumbar, sin cuya presencia algunos autores cuestionan el diagnéstico.?*
Hiperlordosis que de forma caracteristica persiste durante el reposo, lo que permite
diferenciarla de la distonia de torsién axial. Precozmente aparecen en el curso de la
enfermedad espasmos musculares, en general dolorosos, que se superponen a la rigidez.
Los espasmos, que pueden llegar a provocar fracturas de huesos largos, pueden ser
espontaneos o inducidos por movimientos bruscos, estimulos externos como ruidos
inesperados o trastornos emocionales. El resto de la exploracién neurolégica, incluidos
las funciones cognitivas, pares craneales, fuerza muscular, reflejos osteotendinosos,
sensibilidad y coordinaci6én, es normal.?

Con frecuencia el primer diagnéstico de estos pacientes es el de trastorno
psicégeno, debido fundamentalmente a la rareza y las fluctuaciones de las alteraciones
del movimiento, la discrepancia entre los prominentes sintomas y la paucidad de signos
neurolégicos, la exacerbacion de los sintomas con las emociones, y los paroxismos de
panico asociados tipicamente a cruzar una calle o un pasillo sin ayuda. Situaciones éstas
que pueden desencadenar los espasmos, provocar caidas, y motivar que sean
diagnosticados de neurosis agarofébica. Destaca asi mismo que en muchos casos existen
previamente eventos personales que se han invocado como posibles desencadenantes o
coadyuvantes en su etiologia como, fallecimiento de un pariente, despido laboral,

infidelilad conyugal, separacién, etc.?
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Por otro lado, se han descrito casos de SPR atipicos'®2 en cuanto a su presentacién
o evolucién que dificulta el diagnéstico, ya dificil de por si, y que resalta la importancia
de definir exactamente el espectro clinico de esta enfermedad cuyo diagnéstico actual se
establece por los criterios clinicos y electroﬁsiolc?gicos antes citados. El término "jerking
stiff-man syndrome" fue acufiado para describir la presencia de prominentes mioclonias
espontineas o desencadenadas por estimulos diversos, que afectan predominantemente
a la musculatura axial y de las extremidades inferiores, asociado a la rigidez tipica del
SPR.2

Otras manifestaciones descritas en algunos pacientes con SPR son la presencia de
una disfuncién autonémica aguda, con hipertermia, diaforesis, taquipnea, taquicardia,
midriasis, e hipertension arterial, que es causa de muerte stbita. Para algunos autores,
estas crisis vegetativas estin desencadenadas por los severos espasmos, mientras que
para otros son secundarias a una disfuncién hipotaldmica asociada.Z-?

En el diagnoéstico diferencial (Tabla 2) una de las entidades que mas suscita
controversia es la Encefalomielitis progresiva con rigidez, también llamada intérneurom'tis
espinal, que suele presentarse con caracteristicas clinicas similares al SPR.303
Probablemente la "neuronitis espinal mioclénica subaguda", descrita por Campbell y
Garland,* sea una forma relacionada con la encefalomielitis progresiva, difiriendo en su
curso mas rapido. Las manifestaciones clinicas que nos permiten distinguirla del SPR
son, el inicio subagudo con curso progresivo que en menos de 3 afios lleva a la muerte

del paciente, la afectacion de pares craneales, signos medulares segmentarios, la
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afectacion de vias largas, y la presencia de pleocitosis con hiperproteinorraquia en el

liquido cefalorraquideo (LCR). EL estudio postmorten pone de manifiesto la existencia

de una extensa encefalomielitis con infiltrado inflamatorio linfocitario perivascular, y

perdida neuronal en troncoencéfalo y médula, mds marcada en la sustancia gris de la

médula cervical >

Tabla 2. Diferencias entre causas de espasmos, rigidez, y calambres

Miotonia Miopatia SPR EMPR Sdre de Tétanos/ Distonia
metabdélica Isaacs calambre
-Rigidez No No Si Si Si No No
-Distribucién Variable Variable Axial Axial Distal Variable Variable
Distal
-Rigidez en reposo No No Si Si si No No
—-Calambres, espasmos
Masculos afectos Todos Todos Axial Axial Distal Distal Variable
Distal
Sensibles a Si No Si Si Si No No
estimulos
Dolor No si Si Si No si No
-Contractura No Si No No No No No
-Pares craneales Normal Normal Normal Afecto Afecto Afecto Normal
-Debilidad si Si No Si si No No
-ROTs Normal Normal Normal Puede Puede Normal Normal
afecto afecto
-Pérdida sensitiva No No No Si Si No No
-LCR Normal Normal Bandas Bandas Normal Normal Normal
Oligoc Oligoc -
—-Anticuerpos No No Ac-GAD No/Ac~ <canales No No
GAD de K
-EMG
Reposo Silencio Silencio ACUM ACUM ACUM/ACF Normal Normal
Durante espasmos/ Miotonia Silencio Normal +/- Mioquimi Normal Normal
calambres Denerv +/-
Denerva

SPR= sindrome de persona-rigida; EMPR= encefalomielitis progresiva con
rigidez; ACUM= actividad continua de unidades motoras; ACF: actividad
continua de fibras;LCR= liquido cefalorraquideo; ROTs= reflejos

18
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4.2 Caracteristicas neurofisioldgicas

La electromiografia demuestra de forma caracteristica la presencia de una
actividad continua de unidades motoras a pesar de conseguir la relajacion. Este hallazgo
constituye uno de los principales criterios diagnoésticos del sindrome (Figura 1). La
morfologia de la unidad motora es de caracteristicas normales, no existen signos de
denervacion, y la velocidad de conduccién nerviosa periférica es normal. La actividad es
mas evidente en misculos paraespinales, principalmente toracolumbares y rectos
abdominales, y se ven afectados tanto los grupos musculares agonistas como
antagonistas, siendo la causante de la rigidez axial y de la postura hiperlordética del
tronco inferior. Esta actividad continua de unidades motoras desaparece durante el
suefio, bloqueo de nervios periféricos o de raices nerviosas espinales, anestesia espinal o
general y mediante diazepam intravenoso, datos que sugieren un origen central y lo
diferencian del origen periférico de la neuromiotonia.?? Otros hallazgos descritos son
una alteracion de la inhibicién presindptica fisiolégica de la onda H del séleo ante
estimulos vibratorios, una excitabilidad anormal de los reflejos mediados por vias
interneuronales espinales con respuestas exageradas y ausencia de habituaciéon de los
reflejos exteroceptivos o cutdneomusculares, y la presencia de mioclonias espasmédicas
reflejas que segin Meinck et al?® podrian ser caracteristicas del sindrome y marcador

electrofisiol6gico del mismo.
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El hallazgo caracteristico en el "jerking stif-man syndrome" es una exageracidon
g J g yn g

patologica de la respuesta de sobresalto capaz de desencadenar la sacudida mioclénica

generalizada.?

Figura 1. Actividad continua de unidades motoras de morfologia normal. A.

musculatura paravertebral dorsal. B. misculo tibial anterior.
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4.3. Anatomia patolégica

Los estudios necrépsicos del sistema nervioso central en pacientes con SPR no han
mostrado alteraciones especificas y consistentes. No obstante, el nimero de pacientes
autopsiados es escaso y en su mayoria con estudios histoquimicos incompletos.? Siete
pacientes con SPR y estudio autépsico de la médula han sido descritos.Z:28333% Ja
médula en seis de los pacientes mostraba una ligera palidez de la columna dorsal,
pérdida de sustancia de Nissl en alguna célula del asta anterior con adelgazamiento del
citoplasma, aumento del nimero de ntcleos gliales,* ligera disminucién de neuronas
motoras en los nicleos laterales del asta central sin gliosis reactiva,® moderada
reduccion de células nerviosas de las columnas del asta anterior y lateral con gliosis
reactiva,® pérdida y degeneracién de células nerviosas con marcada gliosis en los
nucleos motores mediales del asta anterior con degeneracién simétrica de las columnas
anteriores de forma bilateral,® gliosis perivascular y ocasional pérdida de células del
asta anterior con cromatolisis en el segmto lumbar.Z Uno de los pacientes?® presentaba a
su vez un infiltrado linfocitario perivascular disperso de predominio medular. El
séptimo paciente con un cuadro caracteristico de SPR, pero con anomalias en la
motilidad ocular, asociado a Ac-GAD y enfermedades autoinmunes organo-especificas,
también presentaba un ligero infiltrado linfocitario perivascular en la médula espinal,
troncoencéfalo y ganglios basales, sin alteraciones histolégicas en las neuronas
intermediolaterales o del asta anterior.? Precisamente, son estos infiltrados inflamatorios

perivasculares los marcadores patolégicos de los cuadros de encefalomielitis, y que son
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los responsables en algtin caso® de la identificacién como encefalomielitis con rigidez a
pesar de que el cuadro clinico fuera caracteristico de SPR. Probablemente, tal como
propuso Kasperek y Zebrowski,”” en algunos casos de SPR y encefalomielitis con rigidez
subyace el mismo proceso patolégico.
4.4. Tratamiento

Howard en 1‘96338 fue el primero que describi6 la importante mejoria de los
espasmos de estos pacientes con la administracién de diacepam a dosis de 60 mg/dia. El
clonacepam, el baclofeno, el acido valproico y la tizanidina, son otros de los farmacos
descritos con efecto beneficioso. En la préctica, la mayoria de sujetos responden a la
combinacién de diacepam y baclofeno a dosis elevadas. Estos se administran en pautas
crecientes durante semanas para minmizar el principal efecto secundario que es la
sedacion. Los espasmos, tanto espontineos con reflejos a los estimulos, son los que mejor
responden llegando incluso a desaparecer, mientras que la respuesta frente a la rigidez
axial, la postura anémala secundaria y la limitacioén de la movilidad, es mucho menor.2

Una favorable respuesta frente al tratamiento inmunosupresor también ha sido
utilizado como argumento que apoya la base autoinmune de esta enfermedad. Sin
embargo, los resultados en relacién con las diferentes pautas utilizadas son dispares:
desde una importante mejoria clinica mediante la administracién de prednisona,'$23° a
la ausencia de respuesta.?? También se han descrito resultados contradictorios con la
plasmaféresis que van desde la remision de la sintomatologia, 24041 a la falta de

respuesta, sin que ésta se modificara con la asociacion de azatioprina y prednisona.?42
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Falta de respuesta que se argumenta en la baja eficacia de la plasmaféresis para eliminar
unos anticuerpos cuya sintesis primaria tiene lugar intratecalmente.®® Karlson et al* han
descrito una buena respuesta clinica a la administracion de inmunoglobulinas
intravenosas (IG). De los 3 pacientes descritos, dos eran considerados del grupo
"autoinmune" y el tercero del grupo "idiopatico". En todos ellos la respuesta era
apreciable a partir de la segunda dosis y ésta perduraba durante los ciclos. Las IG son
un farmaco ampliamente utilizado en enfermedades neurolégicas autoinmunes. Se ha
sugerido que su accién se debe a que afectan a la produccién y accién de los
autoanticuerpos en el compartimento intratecal y en el sistema nervioso central por
medio de un mecanismo anticuerpo antiidiotipico.

La administracién de baclofeno intratecal en infusién continua ha sido descrita
como una terapia beneficiosa con resultados que van desde la mejoria parcial,?® hasta la
completa y permanente resolucion de la sintomatologia.*> Es bién conocida la utilidad
de la administracion intratecal de baclofeno en trastornos espasticos y distonicos,
mejorando la eficacia y disminuyendo los efectos secundarios de su administracién oral.
Esto se debe a que el baclofeno es una sustancia lipofilica que atraviesa con facilidad la
barrera hematoencefalica. Con su administraciéna nivel espinal lumbar, se consigue una
alta concentracién local y una menor concentracién a nivel troncoencefalico y cerebral.
Fisiologicamente el baclofeno induce una disminucién de los reflejos mono y
polisinapticos, tal como se demuestra por la reducciéon del reflejo H y de la onda F. Si

bién es dificil extraer conclusiones por el escaso niimero de pacientes en los que se ha
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seguido terapia intratecal, parece que los mejores resultados se pueden obtener en
aquellos pacientes a los que se les inicia el tratamiento de forma precoz una vez aparece
la sintomatologia clinica.®

Finalmente se ha descrito una favorable respuesta a la administracién de
vigabatrina a dosis entre 2-3 g/dia.% La vigabatrina es un inhibidor irreversible de la
GABA transaminasa, la principal ruta metabdlica del GABA, que conduce a una
aumento de los niveles de GABA y de la neurotransmisiéon GABA-érgica. De ahi el
beneficio teérico de este farmaco, si bién son necesarios mas casos para concer la
utilidad real de este tratamiento en pacientes con SPR.
4.3 Etiopatogénesis

La etiologia de este sindrome es desconocida y su patogénesis es todavia motivo
de discusién. Desde el punto de vista fisiopatolégico, se cree que las manifestaciones de
esta enfermedad son el resultado del desequilibrio entre vias excitatorias
catecolaminérgicas e inhibitorias GABAérgicas que controlan la actividad de las
neuronas motoras alfa de la médula espinal, alterando los sistemas ihhibitorios
espinales o suprasegmentarios que operan por medio del GABA.20

La favorable respuesta de estos pacientes al diacepam fue el primer indicio que
apoyaba esta hip6tesis.?® Respuesta, que constituye uno de los criterios diagnésticos de
este sindrome. El diacepam reduce el nivel de excitacién de las neuronas espinales y
troncoencefélicas catecolaminérgicas e incrementa la transmisién en las vias inhibitorias

GABAérgicas, probablemente por activacién de los receptores GABA.2 Farmacos que
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potencian la transmisién GABAérgica como clonacepam, baclofeno y 4cido valproico
también se han mostrado eficaces en el tratamiento del SPR.Z Otros estudios
neurofarmacolégicos han puesto en evidencia que farmacos que incrementan la
actividad aminérgica dentro del sistema nervioso central (noradrenérgica o
serotoninérgica), como la L-dopa o la clomipramina, incrementan la severidad de los
espasmos, mientras que aquellos que la reducen como la clonidina y la tizanidina
disminuyen los espasmos.?

Por otra parte, hasta un 10% de los pacientes con SPR presentan epilepsia,>*
situacién en la que también se invoca una alteracion en la inhicién sinaptica
GABAérgica, y cuyo tratamiento se basa fundamentalmente en farmacos que potencian
la neurotransmisién GABAérgica.¥

4.3.1 Hipétesis autoimmune del sindrome de la persona-rigida

Una hipétesis autoinmune de la etiopatogenia de esta entidad ya fue propuesta
en 1966 por Young,® y sugerida posteriormente por otros autores,>* al observar la
frecuente coexistencia en estos pacientes de enfermedades autoimunes, y prihcipalmente
DMID. Pero no fue hasta 1988 cuando Solimena et al?-aportaron el primer argumento
solido de que la autoinmunidad sobre el sistema nervioso central pudiera estar
implicada en la patogenia del SPR. En ese articulo describian a una paciente de 49 afios
con una historia de SPR de 10 afos de evoluciéon, DMID de inicio en la edad adulta y
epilepsia, que presentaba, en su suero y en el LCR, autoanticuerpos contra las neuronas

GABA-ergicas. Estos anticuerpos presentaban un patrén de distribucién mediante
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técnicas de inmunohistoquimica idéntico a la distribucién celular y subcelular del GAD
tanto en cerebro humano como de rata, y en islotes pancreaticos de rata. Por
inmunoprecipitacién e inmunoblot se confirmé que el autoantigeno reconocido por estos
anticuerpos era el GAD. La paciente presentaba, asi mismo, anticuerpos tiroideos,
anemia perniciosa con anticuerpos anti-célula parietal, y un patrén oligoclonal de IgG en
el LCR. Estos mismos autores estudiaron a 32 nuevos pacientes que cumplian criterios
clinicos de SPR.2 Se detectaron Ac-GAD en 19 casos (60%). Todos los pacientes eran ICA
positivos, y la mayoria presentaban anticuerpos anti-célula parietal. La mitad tenian
anticuerpos antimicrosomales tiroideos y un tercio anticuerpos anti-tiroglobulina.
Precisamente en este subgrupo de pacientes con Ac-GAD coexistia una o mas
enfermedades autoinmunes organo-especificas, siendo la DMID, en un 30%, la
enfermedad mas frecuentemente asociada, mientras que otro 40% presentan al menos
otra enfermedad autoinmune, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves, anemia
perniciosa, vitiligo, insuficiencia adrenal, etc. En cambio de los pacientes con Ac-GAD
negativos por inmunohistoquimica (40%), s6lo un 6% de ellos presentaban esta

asociaci6n clinica o serolégica de autoinmunidad organo-especifica (Figura 2).
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Figura 2. Coexistencia de enfermedades autoinmunes organo-especificas en pacientes

con SPR en funci6én de la presencia de Ac-GAD.®
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La presencia de Ac-GAD, la asociacién de enfermedades autoinmunes organo-
especificas, el que muchos de estos pacientes presentaran unos niveles altos de IgG y/o
bandas oligoclonales en el LCR, apoyaba una base autoinmune de la etiopatogenia de
este sindrome.>

4.5.2. Caracteristicas comunes entre el sindrome de la persona-rigida y la

dinbetes mellitus insulino-dependiente

La frecuente asociacién entre el SPR y la DMID permiti6 establecer que los
anticuerpos dirigidos contra un antigeno del islote beta pancreético de 64 kD, conocidos
por estar presentes en el 80% de los DMID en el momento de su debut y que son
detectados afios antes del inicio de la clinica eran Ac-GAD. Asi los autoanticuerpos de
los pacientes con DMID y de los pacientes con SPR eran capacez de inmunoprecipitar el
GAD65 a partir de extractos de pancreas y de cerebro en condiciones no
denaturalizantes.* No obstante existian diferencias entre ambas enfermedades. En el

SPR el titulo de Ac anti-GAD era muy superior al de los DMID (entre 10 y 200 veces).+>*
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52 Ademas, s6lo de forma ocasional el suero de los pacientes con DMID era positivo
mediante inmunohistoquimica, y era capaz de reconocer al GAD en el inmunoblot. La
existencia de una denaturalizacién de la proteina mediante esta tltima técnica sugeria la
existencia de un reconocimiento de epitopos diferentes entre ambas entidades.%> Hoy en
dia se sabe que los autoanticuerpos de los pacientes con SPR reconocen a una
combinacién de epitopos lineales y conformacionales del GAD, mientras que los Ac-
GAD de los sujetos con IDDM estan predominantemente dirigidos contra epitopos
conformacionales.®%2 Si bién la naturaleza autoinmune de la DMID estd bién
establecida, muchos de los criterios necesarios para concluir con certeza que el SPR tiene

un origen autoinmune permanecen sin establecerse (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas diferenciales entre el SPR y la DMID

Enfermedad SPR DMID

Frecuencia Rara (1 caso por 106) Frecuente (1 caso por 300)

Edad inicio Adulto Joven/adolescencia

HLA ? HLA DR3/4 ; DQO302

Asociacion a otras

enf. autoinmunes Si 51

Clinica Rigidez, espasmos Hiperglicemia, poliuria

Tratamiento Benzodiacepinas Insulina

Ac-GAD Titulo ;al'to, epitopos Titulo bajo, epitopos
conformacionales y conformacionales
lineales

Patogénesis Autoinmune? Autoinmune
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En el SPR, ademas, se desconoce si los sintomas se deben a la destruccién, o si se
derivan de un trastorno funcional de las neuronas GABA-érgicas. No obstante, la
identificacién de una respuesta humoral inmune contra el GAD en la mayoria de sujetos
con SPR y DMID hace poco probable que este autoantigeno represente un epifenémeno
que no esté relacionado con los mecanismos patogénicos subyacentes de ambas
entidades. El que no todos los pacientes con SPR y Ac-GAD desarrollen DMID, y que
s6lo una pequefia proporcién de pacientes con DMID desarrollen el sindrome a pesar de
tener los anticuerpos durante muchos afios, sugiere que debe de existir otros factores
que favorezcan el desarrollo hacia una de las dos entidades.5 Se ha postulado que en la
DMID existe una respuesta anti-GAD de las células Th1, productoras de interleukina-2 e
interferén-gamma, que da lugar a una respuesta citotéxica de los linfocitos T contra las
células beta pancredticas capaces de producir su destruccién. Mientras que un titulo
elevado de Ac-GAD, lo que sucede en el SPR, puede indicar una fuerte respuesta Th2
contra el GAD, con la produccién de interleukina 4 y 10, capaces de inducir la
produccién de inmunoglobulinas por los linfocitos B, y de disminuir la respuesta -
citotéxica contra las células beta. Tal modelo es consistente con la observacién de que
existe una relacién inversa entre la inmunidad humoral (tipo Th2) y la celular (tipo Th1)
frente al GAD en sujetos con riesgo para desarrollar DMID%. Una explicacién
alternativa es que la desviacién hacia una u otra entidad dependa del diferente

reconocimiento de epitopos.>05!
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4.5.3. Significado de la autoinmunidad GAD en el sindrome de la persona-
rigida

Un segundo estudio realizado por Grimaldi et al® dirigido a determinar la
frecuencia de Ac-GAD en pacientes con SPR, confirmé los resultados anteriores
sugiriendo la existencia de fres grupos etiopatogénicos (Tabla 4). Un grupo
"autoinmune" mayoritario (60%) asociado a Ac-GAD y enfermedades autoinmunes
organo-especificas, otro grupo "idiopatico" en ausencia de autoinmunidad (40%), y
finalmente un tercero "paraneoplasico" (<1%) descrito en pacientes fundamentalmente
con cancer de mama, pero que también se ha descrito en un paciente con céncer de colon
y linfoma de Hodgkin, asociado a una proteina neuronal de 128 kD, conocida como

anfifisina, que también se localiza en la sinapsis.®

Tabla 4. Subgrupos del sindrome de la persona rigida

* Autoinmune (60%) - Anticuerpos anti-GAD
- Anticuerpos organo-especificos

- Asociado a otras enfermedades autoinmunes

* Idiopatico (40%) — Anticuerpos anti-GAD (--)
* Paraneoplasico (<1%) — Cancer de mama, colon, y enfermedad de
Hodgkin

-Anticuerpos anti-anfifisina
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Pero, ;existen diferencias entre los pacientes con SPR "autoinmune" e "idiopatico"?.
Al parecer, una revision historica de los casos descritos no ha demostrado diferencias
clinicas entre ambas poblaciones de pacientes, lo que ha permitido sugerir a algunos
autores la existencia de 2 grupos etiopatogénicos diferentes.® No obstante, podria ocurrir
lo mismo que en otras enfermedades neurolégicas de origen inmunolégico como la
miastenia gravis (MG). Entre un 10 y un 20% de los pacientes con MG generalizada no
presentan anticuerpos anti-receptor de acetilcolina, y hasta un 50% de las formas
oculares son también seronegativos, sin que existan dudas sobre el mismo origen
autoinmune.> Lo que podria explicar que alguno de los pacientes con SPR "idiopéatico"
también respondan al mismo tratamiento inmunosupresor.> Otros autores, en cambio,
ponen en duda el correcto diagnéstico de SPR en los pacientes con anticuerpos
negativos. Asi, todos los pacientes diagnosticados mediante los criterios de Lorish et al
en la Clinica Mayo, lugar donde se describi6é por primer vez esta entidad, en total 33,
presentaban Ac-GAD.S5! Una tercera posibilidad de la seronegatividad de alguno de
estos pacientes podria tener su origen en un problema metodolégico.i3 Diferentes
técnicas inmunolégicas, de detecciéon de los Ac-GAD, han sido utilizadas desde el
descubrimiento de estos anticuerpos: inmunohistoquimica, inmunoprecipitacién,
inmunoblot, ELISA, radioinmunoensayo; con diferencias técnicas y fuentes diversas del
antigeno en un mismo procedimiento, confiriéndoles una sensibilidad y especificidad
variable. La inmunohistoquimica es una técnica altamente especifica capaz de detectar

titulos altos de anticuerpos.® Precisamente, ésta fue la técnica utilizada por Solimena et
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al cuando describieron que el 60% de los pacientes con SPR presentaban Ac-GAD. No
obstante, el estudio del LCR sélo se realiz6 en el 70% de los pacientes de esa serie. Otro
punto de controversia, es que no todos los pacientes del estudio de Solimena et al® eran
capaces de reconocer al GAD mediante inmunoblot. Datos, en definitiva, que sugieren
la existencia de problemas metodol6gicos, que afiadido a la escasez de enfermedades
neurolégicas con disfuncién GABA-érgica evaluadas no permiten dar respuesta a esos
interrogantes.

4.5.4. Los anticuerpos anti-anfifisina y el sindrome de ln persona-rigida

paraneopldsico

En un subgrupo de pacientes el sindrome de la persona-rigida se ha relacionado
con la presencia de un cancer, fundamentalmente cancer de mama.?%5 En estos
pacientes, el cuadro clinico no se asocia a Ac-GAD ni a la coexistencia de enfermedades
autoinmunes organo-especificas, pero si a un autoanticuerpo dirigido contra una
proteina neuronal de 128 kDa que también se concentra en la sinapsis. Esta proteina ha
sido identificada recientemente y se corresponde con la anfifisina (Figuré 3), una
proteina asociada a la vesicula sindptica. En estos pacientes con SPR y cancer de mama
se ha visto que el autoepitopo dominante se localiza en la regién C-terminal de la
anfifisina.¥” Al igual que el _GAD, la anfifisina se concentra en las terminaciones
nerviosas, esta sublocalizacién celular hace poco probable que los anticuerpos anti-
anfifisina, lo mismo que los Ac-GAD, sean directamente patogénicos por no ser

accesibles al compartimento citoplasmatico. Independientemente de su valor
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patogénico, los anticuerpos anti-anfifisina son un marcador de la presencia de un cancer
subyacente, y su presencia obliga a descartar un cancer de mama, tal como ha sucedido
en tres de los cinco casos publicados.?> No obstante, recientemente se ha detectado la
presencia de anticuerpos anti-anfifisina en tres pacientes con cancer de pulmén de
células pequefias y encefalomielitis paraneoplésica, y neuronopatia sensitiva (PEM/SN),
un trastorno normalmente asociado a los anticuerpos anti-Hu. El suero de uno de esos
pacientes presentaba asi mismo anticuerpos anti-Hu, sin embargo ninguno de ellos
desarroll6 un SPR. Este estudio permiti6é sugerir a su autor que cualquier sindrome
clinico especifico puede estar asociado a diferentes anticuerpos antineuronales, y que
pacientes con un autoanticuerpo determinado puden presentar un cuadro clinico
heterogéneo.® Una conclusién que pone en duda el valor reconocido de que estos
anticuerpos son buenos marcadores de un sindrome paraneoplasico especificos y de un

tipo de tumor subyacente.
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Figura 3. A. Doble inmunofluorescencia de una seccién de cerebelo de rata en la que se
puede observar el patrén caracteristico del GAD. La inmunorreactividad puntiforme (en
verde) se corresponde con los botones sinaplicos. Se puede observar el acimulo denso
en la parte inferior de las celilas de Purkinje que se corresponde con los axones
terminales de las células en cesta, B. Inmunohistoquimica de una seccion de cerebelo de
rata incubada con el suero de un paciente control con anticuerpos anti-anfifisina. Se
puede observar la caracteristica inmunorreactividad de la anfifisina con un punteado
mas denso y uniforme que el GAD por toda la capa molecular. Contratenido con
hematoxilina, X 400.

A




ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. HIPOTESIS

El perfil clinico de la mayoria de pacientes con SPR y Ac-GAD es consistente con
las caracteristicas clasicas de autoinmunidad organo-especifica: predominio femenino y
edad media de la vida, coexistencia de diferentes enfermedades autoinmunes, y
presencia de miltiples autoanticuerpos organo-especificos. No obstante, el papel
patogénico del GAD en el SPR es controvertido por su localizacién intraneuronal no
expuesto directamente al medio extracelular y por tanto inaccesible a los anticuerpos.
Para que el sistema inmune pueda poner en marcha la cascada inmunolégica, ésta debe
producirse sobre antigenos de superficie de las neuronas GABA-érgicas. Se podria
considerar que la respuesta autoinmune es un epifenémeno relacionado con la
destruccion celular y la exposicién de antigenos intracitoplasméticos. En este caso, los
Ac-GAD deberian estar presentes en otras enfermedades degenerativas o inflamatorias
en las que existe destruccién celular. Algo que es poco probable pues sélo de forma
ocasional se ha descrito la presencia de Ac-GAD en otras enfermedades neurolégicas no
relacionadas con el SPR.

Es posible que en el SPR, los Ac anti-GAD sean el principal autoanticuerpo en el
contexto de una respuesta autoinmune dirigida contra antigenos mudiltiples, incluyendo

proteinas expuestas en la superficie celular y éstos a su vez las dianas patogénicas de la
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respuesta autoinmune. La demostraciéon de que la autoinmunidad anti-GAD no es un
epifenémeno relacionado con la destruccién neuronal apoyaria ésta hipétesis.

En estas condiciones no es descartable que un mismo autoanticuerpo o respuesta
inmune mixta, celular y humoral, dirigida contra antigenos ampliamente distribuidos
en el sistema nervioso, sea el causante de una presentacién clinica diferente en funcién
del subgrupo de neuronas afectadas. Esta heterogeneidad clinica se ha observado en
otras enfermedades del sistema nervioso con base autoinmune reconocida, como en la
miastenia grave, y en otros sindromes sugestivos de ser mediados inmunologicamente

como los paraneoplasicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales

1. Analizar la frecuencia de anticuerpos anti-GAD en enfermedades neurolégicas con
afectacion GABA-érgica conocida.
2. Determinar el perfil clinico e inmunolégico de las enfermedades neurolégicas

asociadas a la presencia de anticuerpos anti-GAD.

2.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la utilidad diagnoéstica de los anticuerpos anti-GAD en el sindrome de la
persona-rigida.
2. Analizar la frecuencia de anticuerpos anti-anfifisina en pacientes con trastornos

neurolégicos paraneoplasicos diferentes del sindrome de la persona-rigida.
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IV. TRABAJOS

39



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

TRABAJO1: Ataxia cerebelosay anticuerpos anti-GAD, una segunda

enfermedad neurolégica asociada a la autoinmunidad GAD
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Autoantibodies to glutamic acid
decarboxylase in three patients with
cerebellar ataxia, late-onset insulin-

dependent diabetes mellitus, and

polyendocrine autoimmunity

A. Saiz, MD; J. Arpa, MD; A. Sagasta, MD; R. Casamitjana, PhD; J.J. Zarranz, MD; E. Tolosa, MD;
and F. Graus, MD

Article abstract—Background: Glutamic acid decarboxylase (GAD) is the main target of humoral autoimmunity in
stiff-man syndrome (SMS) and insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM). GAD autoantibodies (GAD-Abs) are reported
in a few patients with cerebellar ataxia, but their relevance is unclear. We describe three patients with cerebellar ataxia
and GAD-Abs. Methods: GAD-Abs were assayed by radioimmunoassay (RIA) and immunohistochemistry and confirmed by
immunoblot of recombinant human GAD65. The GAD-AD levels of the three patients with cerebellar ataxia were com-
pared with those of five with SMS, 49 with IDDM, 64 with cerebellar ataxia of probable degenerative origin without
associated autoimmune features, 14 non-IDDM islet cell antibody—positive first-degree relatives of IDDM patients, and 91
normal subjects. Results: The three patients with ataxia and GAD-Abs were women (mean age, 63 years) with an isolated
progressive cerebellar disorder, family history of IDDM, late-onset IDDM, and several positive serum organ-specific
autoantibodies. Two patients had autoimmune thyroiditis, and one had pernicious anemia. CSF analysis demonstrated
oligoclonal IgG bands and intrathecal synthesis of GAD-Abs. By RIA, GAD-AD titers from the three patients were similar
to those of SMS and significantly higher, without overlap, than the titers of IDDM patients. GAD-Abs were absent in the
64 patients with cerebellar ataxia and no evidence of autoimmune disorders. Conclusions: These findings suggest a link of
GAD autoimmunity not only with SMS but also with cerebellar dysfunction. GAD-Abs should be sought in patients with
cerebellar ataxia who have late-onset IDDM and other organ-specific autoimmune manifestations.

NEUROLOGY 1997;49:1026-1030

generative diseases of the cerebellum,?®1? palatal
myoclonus,'® and parkinsonism.'*'? However, all but
two patients!!® were included in a varied control
group of degenerative diseases used to ascertain the
specificity of GAD-Abs for SMS, and a clinical-
immunologic correlation was not done.

We report GAD-Abs in three patients with cere-
bellar ataxia and late-onset IDDM, in the setting of
organ-specific autoimmunity similar to that observed
in most SMS patients with positive GAD-Abs.

Glutamic acid decarboxylase (GAD), the enzyme that
catalyzes the conversion of glutamate to GABA, has
been identified as a dominant autoantigen in two
diseases, stiff-man syndrome (SMS)'? and insulin-
dependent diabetes mellitus (IDDM).2>* GAD autoan-
tibodies (GAD-Abs) are present in approximately
80% of newly diagnosed IDDM patients and can be
detected many years before the clinical onset of the
disease.® SMS is a rare disorder of the CNS charac-
terized by progressive muscle rigidity with superim-
posed painful spasms.> Around 60% of patients with
SMS harbor GAD-Abs in their serum and CSF. SMS

patients with GAD-Abs usually present IDDM and
other organ-specific autoimmune manifestations,
suggesting that SMS may have an autoimmune-
mediated pathogenesis.* GAD-Abs from patients
with SMS have higher titers and a different epitope
specificity compared with those of patients with
IDDM.387

GAD-Abs are reported in a few patients with de-

Case reports. Patient 1. A 76-year-old woman was ad-
mitted in December 1994 with a 15-month history of pro-
gressive gait disturbance and dysarthria. She was diag-
nosed with diabetes mellitus 10 years earlier that has
required insulin for the past 5 years. The family history
was unremarkable, except that her mother had IDDM. The
general examination disclosed cheilitis and depapillated
tongue. On neurologic examination, there was marked dys-
arthria, impairment of smooth-pursuit eye movements,
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limb dysmetria, intention tremor, and severe ataxia of
stance and gait. The rest of the neurologic examination
was normal.

Magnetic resonance imaging showed diffuse cerebellar
atrophy without involvement of the brainstem. Needle
EMG and nerve conduction velocity studies were normal.
Pernicious anemia was diagnosed based on a low serum
vitamin B,, of 137 pg/mL (normal, 200 to 1,000 pg/mL)
with a positive Schilling test and gastric atrophy demon-
strated by gastroscopy and biopsy. There was an elevated
level of thyroid-stimulating hormone (34.26 pIU/mL) with
normal level of serum thyroid hormones, suggestive of sub-
clinical hypothyroidism. Echography of the thyroid showed
a multinodular goiter. The following organ-specific autoan-
tibodies were detected: pancreatic islet-cell, intrinsic fac-
tor, thyroglobulin, and thyroid microsomal antibodies. Ad-
renal antibodies were negative. The CSF analysis was
normal except for an IgG index of 1.5 (upper normal value,
0.7) and oligoclonal IgG bands, not present in the serum,
evaluated by isoelectric focusing and immunoblot of IgG.

The patient was treated with cyanocobalamin and -
thyroxin without improvement of the cerebellar syndrome.
In the last 18 months she presented two generalized sei-
zures that required treatment with phenytoin.

Patient 2. A 60-year-old woman noticed gait instability
over 2 weeks in December 1995 that gradually worsened in
the ensuing 3 months. Graves’ disease was diagnosed at
age 48 years, and diabetes mellitus, which required insulin
treatment 1 month after diagnosis, was diagnosed 5 years
later. Her family history was remarkable for late-onset
IDDM in two sisters; one also has vitiligo. General exami-
nation was normal except for goiter. The neurologic exam-
ination disclosed dysarthria, bilateral horizontal nystag-
mus, limb dysmetria, intention tremor, and severe truncal
ataxia. Neurologic examination was otherwise normal.

MRI showed mild atrophy of the cerebellum. EMG and
the level of thyroid hormones were normal. The following
organ-specific autoantibodies were detected: pancreatic
islet-cell, thyroid microsomal, and gastric parietal cell an-
tibodies. Thyroglobulin and adrenal antibodies were nega-
tive. The CSF examination was normal except for the pres-
ence of oligoclonal IgG bands, absent in the serum,
evaluated by isoelectric focusing and immunoblot of IgG.
HLA typing was as follows: DRB1*03,07,B3,B4,DQB1%02.
The cerebellar disorder remained unchanged in September
1996.

Patient 3. A 52-year-old woman was evaluated in Feb-
ruary 1990 because of progressive unsteadiness of gait,
vertigo, and oscillopsia related to postural head changes
during the last year. Her medical history was significant
for diabetes mellitus diagnosed at age 45 years that re-
quired insulin treatment at 6 months after diagnosis as
well as psoriasis at age 38 years. There was a family his-
tory of late-onset IDDM (father and two paternal uncles).
General examination was norma)l except for psoriasis. The
neurologic examination disclosed only downbeat vertical
nystagmus and ataxic gait. MRI showed type I Arnold-
Chiari malformation. Over the ensuing 2 years, she no-
ticed progressive dysarthria and her gait ataxia. Clinical
progression was believed to be related to the Arnold-Chiari
malformation, and the patient underwent posterior suboc-
cipital decompression in June 1992. After surgery, her dys-
arthria and downbeat nystagmus improved but not her

gait. Over the ensuing 3 years she developed clumsiness of
the right hand and increasing unsteadiness. Neurologic
examination in September 1996 revealed mild dysarthria,
upward vertical nystagmus, limb dysmetria more marked
on the right, and severe ataxic gait that prevented her
from walking alone more than a few meters. MRI demon-
strated resolution of cerebellar tonsillar descent and mild
atrophy of the vermis. Routine laboratory analysis, includ-
ing thyroid hormones, were normal. The following organ-
specific autoantibodies were detected: pancreatic islet-cell,
gastric parietal cell, and thyroid microsomal antibodies,
whereas adrenal and thyroglobulin antibodies were nega-
tive. The CSF analysis was normal except for oligoclonal
IgG bands, not present in the serum, evaluated by isoelec-
tric focusing and immunoblot of IgG. HLA typing was as
follows: DRB1*01,12,B3,DQB1*0301,0501.

Methods. Sera. Serum and CSF samples were obtained
from the three patients. Patient 3 had serum samples from
1990 and 1996. We compared the levels of GAD-Abs of
these three patients with those of (1) five patients (median
age, 61 years; range, 54 to 75 years) with the diagnosis of
SMS, according to accepted criteria5; (2) 49 patients with
IDDM, 34 with newly diagnosed IDDM (median age, 29
years; range, 11 to 78 years) and nine with thyroid anti-
bodies; and (3) 64 patients with late-onset cerebellar
ataxia of probable degenerative origin, 10 of whom had
familial olivo-ponto-cerebellar atrophy (median age, 61
years; range, 29 to 81 years) (median duration of disease, 3
years; range, 1 to 20 years) (five of the 64 patients had
type I1 diabetes mellitus but none had IDDM or clinical
features of polyendocrine autoimmunity or other autoim-
mune disorders); (4) 14 non-IDDM islet-cell antibody-
positive first-degree relatives of IDDM patients (median
age, 18 years; range, 10 to 50 years); and (5) 91 healthy
blood donors (median age, 26 years; range, 19 to 73 years)
with no family history of IDDM.

Anti-glutamic acid decarboxylase autoantibodies. The
presence of GAD-Abs was assessed in all serum samples by
radioimmunoassay and immunohistochemistry, and the
positive samples were confirmed by immunoblot.

Radiocimmunoassay. GAD-Abs were measured with a
commercial kit (CIS Biointernational, Gif-sur-Yvette
France) following the manufacturer’s instructions.
Briefly, 20 pL of standards (SMS serum containing GAD-
Abs at different dilutions expressed in arbitrary units, U/
mL) and serum samples were incubated with 50 pL of
1251 labelled human recombinant GAD65 for 2 hours at
room temperature. Then, 50 pL of protein A-sepharose was
added and the mixture incubated for 1 hour at room tem-
perature. After centrifugation at 1,500g for 30 minutes at
4 °C, the precipitates were counted for **°I with a gamma
scintillation counter. The results were interpolated in the
standard curve constructed using the dilutions of the posi-
tive control serum. For each serum, conditions were estab-
lished in that appropriate dilutions of the serum produced
results that were in the straight line portion of the stan-
dard curve. All samples were tested in duplicate. The
inter- and intra-assay coefficient of variation was below
10%.

Immunohistochemistry. Wistar rats were anesthetized
and perfused with saline followed with 4% paraformalde-
hyde in phosphate buffered saline (PBS). The cerebellum
was further fixated with 4% paraformaldehyde for 4 hours
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Figure 1. Immunoblots of GAD65 recombinant protein
probed with the serum of patients with cerebellar ataxia
and autoimmune features (lanes 1 to 3), SMS (lanes 4 and
5), and a normal subject (lane 6). The immunoreactive
bands have the same electrophoretic mobility as that rec-
ognized by GAD-6 monoclonal antibody (lane G).

and cryoprotected with 20% sucrose in PBS overnight. Ten
um frozen sections were air dried and, after inhibition of
endogenous peroxidase with 0.3% hydrogen peroxide in
PBS for 10 minutes, were sequentially incubated with 10%
normal goat serum for 20 minutes, patient’s serum
(screening dilution 1:500) for 3 hours at 37 °C, biotinylated
goat anti-human IgG for 30 minutes, and the avidin biotin
immunoperoxidase complex (Vector Labs, Burlingame, CA)
for 30 minutes. The reaction was developed with 0.05%
diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) with 0.01% hydrogen peroxide in PBS
with 0.5% Triton X-100. Dilution of antibodies was done in
PBS with 0.3% Triton X-100.

Immunoblot. Human GAD65 recombinant protein
(CIS Biointernational) (0.16 pgflane) was electrophoreti-
cally separated in a 10% sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel and transferred to nitrocellulose.’®> Af-
ter blocking with 5% dry Carnation milk and 10% normal
goat serum, strips were incubated with the patient’s serum
(1:1,000 dilution) or GAD-6 monoclonal antibody (Hybrid-
oma Bank, Iowa City, IA) for 12 hours at room tempera-
ture, washed with PBS, and incubated with biotinylated
goat anti-human IgG, diluted 1:2,000, or horse antimouse
IgG, diluted 1:1,000 in 10% normal goat serum for 1 hour.
Strips were then processed as described in the immunohis-
tochemistry technique.

Intrathecal synthesis of GAD-Abs. Intrathecal (IT)
GAD-ADb synthesis was calculated by Schiiller’s formula as
previously described.’ Briefly, the GAD-Ab-specific activ-
ity (ASA) was estimated in the serum and CSF by the
following formula: ASA = serum or CSF titer/[IgG] (mg/L)
and expressed in units 1072 (using the reciprocals of end
point titers determined by immunohistochemistry). The IT
GAD-Ab synthesis was calculated by the following for-
mula: IT ASA = (CSF ASA-[serum ASA X percentage of
IgG from serum])/percentage of IT IgG.

A ratio of IT ASA/serum ASA of GAD-Abs >2 was con-
sidered a positive IT synthesis.'®

Results. The serum and CSF of the three patients recog-
nized a band in immunoblots of GAD65 recombinant pro-
tein with the same electrophoretic mobility as that recog-
nized by GAD-6 monoclonal antibody or serum of SMS
patients (figure 1). By radioimmunoassay, the serum of the
three patients had levels of GAD-Abs of 9,300 U/mL,
39,500 U/mL, and 14,000 U/mL that were similar to those
of patients with SMS (median, 20,500 U/mL; range, 600 to
67,000 U/mL). The GAD-Ab levels were significantly lower
in IDDM patients (48 * 112 U/mL) (p < 0.0001) and
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Figure 2. Levels of GAD-Abs, by radioimmunoassay, ex-
pressed in arbitrary units, U/mL. Note that the y-axis is a
log scale. Along the x-axis: 1 = Control (n = 91); 2 = Cer-
ebellar Ataxia (n = 64); 3 = IDDM (n = 49); 4 = Rela-
tives of IDDM (n = 14); 5 = “Autoimmune” Cerebellar
Ataxia (n = 3); and 6 = SMS (n = 5).

ICA-positive relatives (170 = 203 U/mL) (p < 0.0001).
None of the 64 patients with cerebellar ataxia not associ-
ated with autoimmune disease and the normal subjects
had GAD-Abs (figure 2). In the immunohistochemistry
studies, only the serum and CSF samples from the three
patients, and all but one serum sample of the five SMS
patients, showed immunostaining of GABA-ergic nerve
terminals on rat cerebellar tissue sections (figure 3). Se-
rum GAD-Ab titers by immunohistochemistry were
1:20,000, 1:16,000, and 1:8,000 in the three patients, and
the corresponding CSF titers were 1:400, 1:160, and 1:400.
The ratio of IT ASA/serum ASA of GAD-Abs was 16.4, 2.9,
and 13.5, respectively, consistent with a positive IT syn-
thesis.

Discussion. The observation of three patients with
cerebellar ataxia, high-titer GAD-Abs, and similar
clinical and serologic features suggests that GAD-
Abs may be related to cerebellar dysfunction and
extend the spectrum of neurologic disorders associ-
ated with GAD autoimmunity.

GAD-Abs have been detected in a few patients
with neurologic disorders other than SMS.?#13 Hon-
norat et al.!! described a patient with cerebellar cor-
tical atrophy, peripheral neuropathy, and slow sac-



Figure 3. Section of rat cerebellum incubated with the se-
rum from patient 1 showing the characteristic immunore-
activity of GAD-Abs. Counterstained with hematoxylin,
magnification X400 before 22% reduction.

cadic eye movements and GAD-Abs. The patient was
not diabetic and did not have other features of poly-

endocrine autoimmunity. The other patients with’

cerebellar ataxia and GAD-Abs (two patients with
late-onset cerebellar ataxia and another with multi-
.system atrophy) were described in abstract form®®
and were included as part of a “control” group of
neurologic disorders in a study that evaluated the
frequency of GAD-Abs in patients with SMS.2.10
These patients were diabetic, but no additional infor-
mation was provided. In addition, two recent reports
have emphasized the presence of a cerebellar disor-
der at the same time or after the diagnosis of
SMS.17,18

Our patients presented with an isolated cerebellar
syndrome. In one of them, the onset was subacute,
with a clinical pattern similar to that of paraneoplas-
tic cerebellar degeneration.’® The other two patients
did not develop clinical or radiologic involvement of
the brainstem during the follow-up for more than 3
years, and the course of the cerebellar syndrome was
not different from that observed in idiopathic late-
onset cerebellar ataxia.?’ The three patients had sev-
eral organ-specific, mostly endocrine, autoimmune
manifestations, and presented an HLA genotype as-
sociated with the susceptibility to develop autoim-
mune disorders.??? All of them had a family history
of IDDM, in contrast to the 20% frequency of IDDM
found in first-degree relatives of patients with this
disease.?® This clinical and immunologic profile is
common to that observed in SMS with GAD-Abs.
IDDM, usually of late onset, occurs in up to 30% of
patients with SMS.4 Epilepsy, present in patient 1, is
also reported in about 10% of SMS patients.?

It is unlikely that the GAD-Abs found in our pa-
tients were only related to their IDDM because
GAD-AD levels were higher and did not overlap with
those of IDDM patients without neurologic disorders.
Moreover, the presence of a positive IT synthesis of

GAD-Abs in the CSF samples would not be expected
if GAD-Abs were just related to the IDDM.

Could GAD-Abs be responsible for the cerebellar
dysfunction of our patients? GAD-Abs were not de-
tected in patients with cerebellar ataxia without the
autoimmune background of the GAD-Ab-positive pa-
tients. In addition, with the immunohistochemistry
technique described in this study that can detect
high GAD-AD titers, we did not find another positive
serum sample among more than 300 taken from pa-
tients with several neurologic disorders studied in
our laboratory (Graus, unpublished observation).
These data further suggest high GAD-Ab titers are
unlikely to be produced as a consequence of the dam-
age of GABA-ergic neurons by other causes.

Although GAD is a cytoplasmic antigen, there is
experimental evidence that shows Purkinje cells may
uptake IgG from the CSF.2* Then, GAD-Abs that are
present in high levels in the CSF of these patients
could theoretically be internalized by the Purkinje
cells in vivo, interact with GAD, and cause the neu-
ronal dysfunction. An alternative explanation is that
the high GAD-ADb titers only reflect the presence of a
more complex, probably cell-mediated immune re-
sponse against GAD or the predisposition of these
patients to a multiantigenic autoimmunity. Even if
GAD is not the key antigen, the immunologic profile
of these patients and the presence of oligoclonal IgG
bands in the CSF suggest that the most probable
pathogenesis of the cerebellar disorder is an immune
response to a still unknown Purkinje cell antigen,
and a trial of immunosuppressor therapy may be
warranted.

Other possible causes for the cerebellar syndrome
were reasonably excluded in our patients. None pre-
sented alcohol abuse, serum anti-Yo antibodies, or
an underlying tumor. Cerebellar ataxia has been de-
scribed in patients with myxedema or pernicious
anemia.? Nevertheless, patient 1 did not improve
with vitamin B,, or thyroid replacement, and pa-
tients 2 and 3 were euthyroid.

In conclusion, our findings suggest a possible link
of GAD autoimmunity not only with SMS, but also
with at least some cases of cerebellar ataxia. We
suggest that testing for GAD-Abs may be indicated
in patients with cerebellar ataxia associated with
late-onset IDDM especially if they have a family his-
tory of IDDM or present clinical or serologic evidence
of other organ-specific autoimmune manifestations.
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ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

TRABAJO2:  Valor diagndstico de los anticuerpos anti~GAD en el sindrome de la

persona-rigida
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NOTAS CLINICAS

Utilidad diagndstica de los anticuerpos
antiglutamato decarboxilasa en el sindrome
de la persona rigida (stiff-man syndrome)

Albert Saiz, Manuel Arias?, Andrés Fernandez-Barreiro®, Adolfo Mingueze,
Roser Casamitjana?, Eduardo Tolosa y Francesc Graus

Servicio de Neurologia. Departamento de Medicina. *Laboratorio Hoirmonal.
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aHospital de Conxo. Santiago de Compostela. ®Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. Murcia.

cHospital Virgen de las Nieves. Granada.

El sindrome de la persona rigida (SPR) se caracteriza por rigidez muscular progresiva, de
predominio axial, y espasmos. Por su rareza, muchos pacientes permanecen sin diagnostico
durante anos o son diagnosticados de un trastorno psiquiatrico. El 60% de los pacientes con
SPR presentan anticuerpos antiglutamato descarboxilasa (Ac-GAD). El objetivo fue determinar
el valor diagnéstico de los Ac-GAD en un sindrome cuyo espectro clinico no es bien conocido,
y en el que el diagndstico se establece mediante criterios clinicos.

Cinco pacientes con sospecha clinica de SPR fueron estudiados siguiendo los criterios
diagnosticos establecidos. La presencia de Ac-GAD fue evaluada mediante radioinmunoanalisis
(RIA) e inmunohistoquimica, y confirmada por immunoblot. E! titulo de Ac-GAD se comparé
con el de 49 pacientes con diabetes insulinodependiente (DMID), 322 pacientes con otras
enfermedades neuroldgicas, 14 sujetos no diabéticos familiares de pacientes con DMID con
anticuerpos antiislote pancreatico (ICA) y 91 sujetos sanos.

Tres pacientes cumplian todos los criterios diagnosticos (SPR tipico). La alteracion limitada a
una extremidad inferior, y el inicio agudo con afectacion distal de las extremidades,
conformaba el cuadro de SPR atipico en 2 pacientes. Los 5 pacientes presentaban diversos
anticuerpos organospecificos y, excepto uno, tenian otras enfermedades autoinmunes. E! titulo
de Ac-GAD, por RIA, fue muy elevado (media: 24.532 + 26.892 U/ml) y significativamente
superior al de los pacientes con DMID sin afectacién neurolégica (media: 48 + 112 U/ml)

(p < 0,0001). Los Ac-GAD estaban ausentes en los pacientes y sujetos sin SPR.

El espectro clinico del SPR parece ser mds amplio que el establecido por los criterios
diagnoésticos. Los Ac-GAD permiten identificar a pacientes con SPR que no podrian ser
diagnosticados con seguridad mediante fos criterios actuales.

Diagnostic value of glutamatic acid decarboxylase autoantibodies
in stiff-man syndrome

Stiff-man syndrome (SMS) is a rare neurological disorder characterized by progressive rigidity
of the axial musculature with superimposed spasms. Frequently, SMS remains undiagnosed for
prolonged periods or the patients are diagnosed of a primary psychiatric disorder. 60% of the
SMS patients harbor GAD-autoantibodies (GAD-Ab). We have analyzed the diagnostic value of
GAD-Ab in a syndrome whose clinical expression is not well known, but its diagnosis is
performed by clinical criteria.

Five patients were studied following the stablished ciinical criteria for diagnosis of SMS. GAD-
Ab were analyzed by radioimmunoassay (RiA) and immunohistochemistry, and confirmed by
immunoblot. The GAD-Ab titers were compared with those of 49 patients with insulin-
dependent diabetes mellitus (IDDM), 322 with other neurological disorders, 14 non-IDDM first-
degree relatives of IDDM patients with antibodies anti-islet cells and 91 normal subjects.
Three patients fulfilled all clinical criteria (typical SMS). Unilateral limb symptoms alone, and
acute onset with rapid progression involving the distal limb muscles constituted the atypical
features of SMS in the remaining 2 patients. The 5 patients presented several serum organ-
specific autoantibodies. All but one also presented autoimmune diseases. By RIA, GAD-Ab
titers from ail patients were elevated (mean: 24,532 + 26,892 U/ml) and significantly higher
than the titers of [DDM patients without neurological disorders (mean: 48 + 112 U/mi) {p <
0.0001). GAD-Ab were absent in the non-SMS patients and in normal subjects.

These findings suggest that clinical expression of SMS is more extensive than that recognized
by the stablished criteria. GAD-Ab are helpful to define the clinical spectrum of SMS.

Mec Clin (Barc) 1998: 110: 378-381

Z1 Dr. Saiz es beneficiario de una deca oosresidencia del Hospital Clinic | Provincial.

Correspondencia: Dr. F. Graus.
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Villarroel, 170. 08036 Barcelona.
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El sindrome de la persona rigida (SPR)
(suff-man syndrome) es un trastorno
poco frecuente del sistema nervioso cen-
tral caracterizado por rigidez muscular
progresiva. de predominio axial, con es-
pasmos dolorosos espontaneos ¢ precipi-
tados por estimulos sensitivos!<. Desde el
punto de vista fisiopatolégico, se cree
que es el resuitado de un deseqguitibrio
entre las vias excitatorias catecolaminér-
gicas e inhibitorias GABA-érgicas que
controlan la actividad de las neuronas
motoras alfa de la médula espinal®. Su
diagndstico se establece mediante crite-
rios clinicos y electrofisiolégicos®.

La glutamato decarboxilasa (GAD). enzi-
ma que sintetiza el GABA a partir del glu-
tamato, ha sido identificada como el prin-
cipal autoantigeno en el SPR3¢ y en la
diabetes mellitus insulincdependiente
(DMID)Y’ 8, Un 60% de los pacientes con
SPR presentan anticuerpos anfi-GAD
(Ac-GAD). La coexistencia, en este sub-
grupo de pacientes, de enfermedades
autoinmunes, principaimente DMID, y
autoanticuerpos organospecificos sugiere
que el SPR puede tener una patogenia
autoinmune?. '

La rareza del SPR unida a la presencia
de trastornos psicolégicos y escasez en
general de signos neurologicos, aparte de
la rigidez, y cie~*3as alteraciones del movi-
miento de caracteristicas complejas ha-
cen gue muchos de estos pacientes per-
manezcan sin diagnostico durante anos o
sean diagnosticados de un trastorno psi-
quiatrico primario®. El que los criterios
diagnosticos se hayan fundamentado
unicamente en la clinica puede contribuir
a que los pacientes con una presentacion
0 evolucion atipica no puedan ser diag-
nosticados con seguridad de SPR.

En este trabajo se describen las caracte-
risticas clinicas y el perfil inmunolégico
de 5 pacientes con SPR, y se discute la
utilidad de la determinacion de los Ac-
GAD en el diagnostico de este sindrome.

Pacientes y métodos

Se estudian 5 pacientes con la sospecha clinica de
SPR con el fin de analizar si cumplian con los crite-
rios diagnosticos establecidos®: 1) inicio insidioso de
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rigidez y envaramiento de la musculatura axial:
2) lenta progresion de los sintomas para afectar a la
musculatura proximal de ias extremidades: 3) defor-
midad persistente de la columna (mayor postura hi-
perlordotica de la columna lumbar): 4) espasmos
musculares episodicos desencadenados por movi-
mientos bruscos, sacudidas. ruidos y trastornos emo-
cionates: 5) funciones cognitivas normales; 6) explo-
racion motora y sensitiva normal: 7) actividad
continua de unidades motoras, a pesar de conseguir
la relajacion. en el electromiograma (EMG), y 8) acti-
vidad EMG abolida por la administracién intravenosa
de diacepam. o respuesta positiva al tratamiento oral
con diacepam.

Los Ac-GAD se determinaron, en el suero de los 5
pacientes y en el liquido cefalorraquideo (LCR) de los
pacientes 2 al 5. mediante radioinmunoanalisis (RIA)
e inmunohistoguimica. y se confirmaron mediante in-
munobilot. El titulo de Ac-GAD se comparo con el de:
1) 49 pacientes con DMID (34 de ellos de diagnosti-
co reciente): 2) 322 pacientes con otras enfermeda-
des neurologicas (136 con enfermedades neurologi-
cas en fas que existe destruccion de neuronas
GABA-ergicas: enfermedad de Huntington [22]. pa-
ralisis supranuciear progresiva |15}, ataxia cerepelo-
sa de presumible origen neurodegenerativo [64) y
degeneracion cerebelosa paraneoplasica {35); 111
con enfermedades en las que existe disfuncién
GABA-érgica: epilepsia |59]. distonia {20], enferme-
dad de Parkinson {30} y de Hallervorden-Spatz [2]. y
75 con enfermedades en las que no se ha implicado
destruccion o disfuncion GABA-érgica: enfermedad
de Alzheimmer [29). parkinsonismos atipicos [12]. en-
fermedad de Friedreich [4]. mioclonias segmentarias
[2], degeneracion corticobasal [1], enfermedad de
Steinert {1] y esclerosis muitiple [26)): 3) 14 sujetos
no diabéticos. famifiares en primer grado de pacien-
tes con DMID y anticuerpos antiislote pancreatico
(ICA) positivos, y 4) 91 donantes de sangre sanos.
sin antecedentes familiares de DMID.

Radioinmunoanalisis

La determinacion cuantitativa de los AC-GAD se reali-
26 mediante un equipo comercial {CIS Biointernatio-
nal, Francia) y se siguieron las nstrucciones del pro-
veedori®. Brevemente. 20 pl de suero estandar
{suero humano que contiene Ac-GAD a diferentes
concentraciones expresadas en unidades arbitrarias
U/ml), y de las muestras. eran incubados con 50 pl
de GAD-65 recombinante humano ligado a ‘28l du-
rante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente,
tras anadirse 50 pl de proteina A-sefarosa, la mezcia
era incubada durante una hora a temperatura am-
biente. Tras la centrifugacion, a 1.500 g durante 30
min a3 4 °C, se determiné la radiactividad en una
gammacamara. Los resultados se interpolaron en
una curva estandar realizada a partir de las dilucio-
nes del suero contro! positivo. Se establecieron las
condiciones apropiadas para que fa difucién de cada
suero estuviera en 1a porcién recta de la curva estan-
dar. Todas las muestras fueron analizadas por dupl-
cado. El coeficiente de variabilidad inter e intraensa-
yo fue menor del 10%.

A. SAIZ ET AL.— UTILIDAD DIAGNOSTICA DE LOS ANTICUERPOS ANTIGLUTAMATO
DECARBOXILASA EN EL SINDROME DE LA PERSONA RIGIDA (STIFF-MAN SYNDROME)

Inmunonistoquimica

Ratas Wistar se anestesiaron y perfundieron con sue-
ro salino y. posteriormente. con paraformaldenido al

% en PBS. El cerebeio tras ser fijado con parafor-
maldehido. durante 4 h. fue crioprotegido con sucro-
sa at 20% en PBS gurante una noche. Las secciones
congeladas. con un espesor de 10 pm, se secaron
durante 30 min, y se inhibi¢ la peroxidasa endogena
con peroxido de hidrogeno ai 0,3% en PBS durante
10 min. De forma consecutiva se incubaron con el
suero de cabra normal al 10% durante 20 min, &l
suero de los pacientes {dilucion 1:500) durante 3 h a
37 °C. la antiinmunogiobulina G (anti-IgG) humana
biotilinada durante 3C min y el complejo avidina-bio-
tina inmunoperoxidasa (Vector Labs,. Burlingame,
EE.UU.) durante 30 min. La reaccién se revel6 con
diaminobenzidina (DAB) (Sigma. Madrid). Las dilu-
ciones de los anticuerpos se realizaron con PBS y
Triton X-100 ai 0.3%.

Inmunobiot

Unos 0.16 ug de protetna de fusion GAD-65 recom-
binante humana parciaimente purificada (CIS Bioin-
ternational. Francia) se separaron por electroforesis
en un gel del 10% de acrilamida y se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosai-. Tras el blogueo
con lechie en polvo al 5% y suero de cabra normai ai
10%. las tiras se ncubaron con los sueros de los pa-
cientes {dilucion 1:5.000) o con ef anticuerpo GAD-6
monoclonal (Hybridoma Bank, lowa City. rowa.
EE.UU.} durante 12 h a temperatura ambiente. lava-
das con PBS e incubadas con IgG biotilinada antihu-
mana (1:2.000) o antirraton (1:100) diluidas en sue-
ro de cabra normal al 10% durante uno hora.
Posteriormente, las tiras se procesaron tal como se
describid en la iInmunohistoquimica.

Resultados
Hallazgos clinicos

La edad media de los pacientes, 4 muje-
res y un varén, era de 62 anos. Tres pa-
cientes {casos 1, 2 y 3) cumplian todos
los criterios, y dos (casos 4 y 5) sdlo los
cumplian parcialmente. En la tabla 1 es-
tan resumidas las principales caracteristi-
cas clinicas, en funcién de los criterios
diagnosticos, y el perfil inmunoldgico de
los 5 pacientes. Los siguientes casos ilus-
tran las caracteristicas principales de los
pacientes de esfa serie.

Paciente 1. Mujer de 59 anos, que con-
sultd por un cuadro de meses de evolu-
cion de rigidez muscular progresiva gue
afectaba inicialmente a la musculatura

TABLA 1
Caracteristicas clinicas y perfil inmunolégico de los 5 pacientes
Paciente 1 2 3 4 I 5
Edad/sexo 59/M 73/IM 52/M 83/M 65NV
Criterios
1 + + + - -
2 + + + + -
3 + + + - -
4 + + + - +
5 + + + - +
6 + + + + +
7 + + + - +
8 + + + + +
Enfermedad autoinmune DMID, Vitiligo Vitiligo - Enfermedad de Graves{ DMNID
Anticuerpos organospecificos + + + + +
Bandas ofigaclonales de igG NR - - - +

Criterios: definidos en metodos. M: mujer: V: varon; DMID: diabetes meliitus nsulinodependiente: DMNID: diabetes mellitus no
insulinodependiente; 1gG: inmunoglobulina G humana: NR: no realizado. £i paciente 2 ha sido descrito previamente’®, y el caso

4 publicado en forma de resumen®.
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dorsolumbar, y que se extendié posterior-
mente a la musculatura abdominal, cervi-
cal y de la extremidad superior derecha.
Los estimulos externos le desencadena-
ban espasmos dolorosos, y éstos, al igual
que la rigidez, disminuian durante el sue-
fio. La exploracion general era normal. a
excepcion de la presencia de vitiligo ge-
neralizado. En la exploracién neurolégica
destacaba una muy perceptible rigidez
de la musculatura dorsolumbar, abdomi-
nal y de la extremidad superior derecha.
Presentaba una hiperlordosis lumbar, y
durante la marcha hiperextendia el tron-
co. El resto de {a exploracion era normal.

La resonancia magnética (RM) craneal y
medular, asi como el estudio del LCR.
fue normal. E) EMG. mientras la paciente
permanecia en reposo, evidencid la pre-
sencia de actividad continua de unidades
motoras. Solo se determind un tipo de
anticuerpo organospecifico, los anticuer-
pos anticélula gastrica parietal, que fue-
ron positivos (1/80).

El tratamiento oral con diacepam (hasta
40 mg/dia) y carbamacepina (400
mg/dia) mejord, aunque parcialmente, la
rigidez axial y los espasmos. Un ano des-
pués aparecid una diabetes mellitus, ini-
cialmente tratada con antidiabéticos ora-
les y, posteriormente, con insulina por
mal control metabdlico.

Paciente 4. Mujer de 63 afos gue con-
sulté por un cuadro, de inicio insidioso.
caracterizado por dificultad progresiva
para la marcha, y torpeza y rigidez de la
extremidad inferior derecha (EID). que le
ocasionaba caidas frecuentes. Dos me-
ses despues, aparecieron episodios de
espasmos dolorosos de la EID. Posterior-
mente, la pierna adopto una postura and-
mala permanente, con dorsiflexion del
pie y extensién de la pierna, que le inca-
pacitaba para realizar las actividades de
la vida diaria. Tras iniciarse tratamiento
oral con diacepam, hasta un maximo de
40 mg, desaparecieron ios espasmos do-
lorosos, mejord la rigidez y la marcha fue
posible con la ayuda de un baston. Un
ano después, la paciente refirid un em-
peoramiento de la rigidez de la EID. Por
este motivo, se le anadio tratamiento cor-
ticoide sin que se observara una respues-
ta clinica apreciable. Como antecedente
médico. habia presentado un hipertiroi-
dismo a los 50 afios, que remitid con car-
bimazol en un ano. En la exploracion
neurolégica destacaba una postura es-
pontanea en abduccion de la EID, con in-
versién medial del pie e hiperextension
de los dedos. Ei tono muscular era nor-
mal, y presentaba una grave rigidez a la
movilizacion pasiva de la pierna y el pie
derecho, con imposibilidad para movilizar
los dedps. Ante estimulos tactiles se pro-
ducian espasmos dolorosos. La marcha
era inestable, cautelosa, buscando pun-
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Fig. 1. Seccién del cere-
belo de la rata incubado
con el suero del paciente
1 que presenta la carac-
teristica inmunorreactivi-
dad de los Ac-GAD en
forma de punteado por
toda la capa molecular
(CM), alrededor de la cé-
lula de Purkinje (CP), y
en la capa de los grénu-
los (CG). Contraterido
con hematoxilina, x 400.
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Fig. 2. Inmunoblot de proteina recombinante humana GAD-65 inmunorreaccionada con los sueros de los pa-
cientes con SPR (tiras 1-5), LCR del paciente 5 (tira 6) y el sujeto normal (tira 7). Los sueros y el LCR de los
pacientes con SPR presentan una banda positiva (flecha) que tiene la misma movilidad electroforética que la
reconocida por el anticuerpo monoclonal GAD-6 (tira 0). Las otras bandas que aparecen en las tiras son ines-
pecificas debido a que se uscé un GAD-65 parcialmente purificado.

tos de sustentacion. y se observaba el
envaramiento de la EID. El resto de la ex-
ploracién neuroldgica era normal.

La RM craneal y medular y el anélisis del
LCR fueron normales. El EMG, en trata-
miento con diazepam oral, demostro la
presencia de contraccion de los muscu-
los agonistas y antagonistas de la pierna
derecha, y ausencia de actividad conti-
nua de unidades motoras con la relaja-
cion. La analitica general fue normal. Los
ICA y antimicrosomales (1/400) fueron
positivos, mientras que los anticuerpos
antitiroglobulina y anticélula gastrica pa-
rietal fueron negativos.

Tras ser tratada con Ig por via iv. (0,4
g/kg/dia durante 5 dias) se aprecié una
importante disminucién de la rigidez,
ademas de normalizacion de la postura
de la EID y mejoria de la marcha, que se
ha mantenido estable con tandas adicio-
nales bimensuales durante un afo.

Paciente 5. Varén de 65 afios gue con-
sultd en marzo de 1996 por desviacion
dolorosa del tobillo derecho, dias des-
pués de sufrir una pequena herida en el
dorso de ese pie. Ante la sospecha inicial
de artritis, se procedié a la correccién
bajo anestesia general e inmovilizacion
con bota de yeso. Dos semanas después
consultd de nuevo por persistencia del
dolor, mayor deformidad y la presencia
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de espasmos dolorosos en toda la extre-
midad, espontdneos y desencadenados
por estimulos, que llegaban a ia cintura
pelfviana y el abdomen inferior, acompa-
flados de sinfomas vegetativos. Ante la
sospecha inicial de tétanos, el paciente
ingresé en la UCI. Como antecedentes
médicos, destacaba la presencia de dia-
betes mellitus tipo 1l desde hacia 15
afios, en tratamiento con antidiabéticos
orales. La exploracion fisica demostrd
una herida cicatrizada en la regidn inter-
maleolar, con el tobillo derecho deforma-
do en equino-varo por contraccion ténica
irreducible del grupo posterior de la pier-
na y la musculatura intrinseca del pie. La
rigidez afectaba a la musculatura adduc-
tora, y en menor medida a los glateos y al
grupo anteroexterno de la pierna dere-
cha. Presentaba episodios de espasmos
dolorosos que afectaban a todo el miem-
bro inferior. El resto de ia exploracion era
normal. Se sigui6é tratamiento con gam-
maglobulina antitetanica, vacuna antite-
tanica, ciclo de metronidazol i.v. y des-
bridamiento de la herida. Con la infusién
de diacepam i.v. (hasta un maximo de
10 mg/h) los espasmos desaparecieron, y
persistid la rigidez, de predominio distal,
de la EID. Dada la escasa respuesta al
tratamiento oral con benzodiacepinas
(hasta 40 mg/dia), se procedio a la infil-
tracion de la musculatura distal de la EID

con toxina botulinica, y se estabilizd el
Cuadro.

La RM craneal y medular fue normal. El
EMG evidencio la presencia de actividad
continua de unidades motoras de distri-
bucién difusa, aunque predominante en
las extremidades inferiores, a pesar de la
refajacién, y una polineuropatia sensitivo-
motora axonal. Los siguientes anticuer-
pos organospecificos fueron positivos:
ICA y anticuerpos antitiroglobulina (295
U/mi) (normal: 0-68 U/mi). El estudio del
LCR fue normal, excepto por la presencia
de bandas oligoclonales de IgG.

A mediados de mayo, reaparecieron los
espasmos dolorosos de la EID, y se ins-
tauré de forma progresiva una rigidez do-
lorosa de la extremidad inferior izquierda
(El), también de predominio distal, con
espasmos ocasionales que llegan a afec-
tar a la musculatura lumbar. Los espas-
mos mejoraron tras la perfusién continua
de diacepam i.v., sin que se viera afecta-
da la rigidez de la musculatura lumbar y
de los miembros inferiores que le impe-
dia la sedestacién. Tras un periodo de
estabilizacion, durante 2 meses, bajo di-
ferentes pautas farmacolégicas por via
oral (diacepam hasta 40 mg/dia, baclofe-
no hasta 35 mg/dia, tizanidina hasta 16
mg/dia y clorpromacina hasta 150 mg/dia
asociada a fenitoina con un méximo de
300 mg/dia), presentd un nuevo empeo-
ramiento clinico. Tras la implantacion de
una bomba de infusién intratecal de ba-
clofeno (hasta un maximo de 750 pg/dia)
desaparecieron los espasmos y disminu-
y6 la rigidez, lo que permitié el movimien-
to espontédneo de las piernas.

Datos de laboratorio

En el estudio inmunohistoquimico, sélo el
suero de cuatro de los pacientes (excepto
el caso 5) y el LCR de todos ellos presen-
taron la tincion de las terminaciones ner-
viosas GABA-érgicas en las secciones del
cerebelo de la rata (fig. 1). La presencia
de Ac-GAD fue confirmada, mediante in-
munoblot, en el suero y en el LCR de los .
5 pacientes (fig. 2). Mediante RIA, el titu-
lo de Ac-GAD en el suero de los 5 pa-
cientes fue de 20.500, 67.000, 600,
31.300, y 3.225 U/ml. Ef titulo fue signifi-
cativamente menor en los pacientes dia-
béticos (media: 48 + 112 U/ml) (p <
0,0001). y en los familiares ICA-positivos
{media: 170 = 203 U/mi) {p < 0,0001).
Los Ac-GAD fueron negativos en los pa-
cientes con otras enfermedades neurolo-
gicas, y en los sujetos normales,

Discusién

Los tres primeros pacientes de esta serie
ilustran las principales caracteristicas cli-
nicas tipicas del SPR, que incluyen un
inicio insidioso con aparicion de rigidez
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en la musculatura axial hasta afectar a la
musculatura proximal de las extremida-
des, la caracteristica postura hiperlordéti-
ca y los espasmos musculares dolorosos
espontaneos o reflejos a los estimulos,
junto a la normalidad de las funciones
cognitivas y del resto de la exploracion
neurologica y la presencia de una activi-
dad continua de unidades motoras en re-
poso en el EMG?412, | a existencia de Ac-
GAD en estos pacientes, con un cuadro
clinico tipico y que cumplen con los crite-
rios diagnésticos establecidos, corrobora
el valor positivo de estos anticuerpos en
el diagnostico del sindrome8.

Los criterios clinicos generalmente acepta-
dos, aunque muy especificos!?, no pare-
cen ser suficientemente sensibles ya que
no fueron cumplidos por dos de los pa-
cientes descritos por sus caracteristicas
clinicas atipicas. La ausencia de afecta-
cion axial con un cuadro limitado a una
extremidad, en el caso 4, es una forma de
presentacién que no se ha descrito previa-
mente. En el caso 5, la caracteristica méas
atipica fue su inicio agudo, su expresion
clinica localizada y su relacién temporal
con una herida local, que motivé un diag-
nostico de presuncién inicial de tétanos,
COoNn un curso rapidamente progresivo y la
afectacion predominante, y distal, de las
extremidades inferiores.

Que los 2 pacientes con sintomatologia ati-
pica forman parte del espectro clinico del
SPR es sugerido por las siguientes razo-
nes: a) la coexistencia de manifestaciones
clinicas y seroldgicas de autoinmunidad
organospecifica idéntica a la que presen-
tan el 60% de los casos de SPR tipicos
con Ac-GAD; b) la presencia de bandas
oligoclonales en el caso 5; ¢) la respuesta
a tratamientos que mejoran sintomatica-
mente el SPR, y d) un titulo de Ac-GAD
muy elevado y significativamente superior
al de los pacientes diabéticos sin afecta-
cién neurolégica, y su ausencia en otras
enfermedades neurolégicas degenerativas
o inflamatorias. Precisamente, es este con-
junto de caracteristicas asociadas al SPR
el que ha sugerido la hipétesis autoinmune
de su patogenia®.

En el paciente 5 concurre otro hallazgo
de interés no descrito previamente, la ne-
gatividad de los Ac-GAD en el suero me-
diante inmunohistoguimica y su positivi-
dad en el LCR. La inmunohistoquimica
fue la técnica utilizada por Solimena et
‘al® cuando describieron que el 60% de
los pacientes con SPR presentaban Ac-
GAD. No obstante, el estudio del LCR
solo se realizd en el 70% de los pacientes
de esa serie®. Nuestro hallazgo sugiere
que es posible la existencia de falsos ne-
gativos si sélo es estudiado el suero por
esta técnica y, por tanto, que el porcenta-
je de pacientes con SPR y Ac-GAD pue-
de ser mayor gue el descrito. No parece
probable que nuestro hallazgo esté rela-
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cionado con una menor sensibilidad para
detectar Ac-GAD, pues la utilizacion de la
técnica de avidina-biotina inmunoperoxi-
dasa en nuestro estudio inmunohistoqui-
mico mejora la sensibilidad de la técnica
de inmunofluorescencia sin disminuir su
especificidad!®.

Que los 5 sueros fueran, en cambio, po-
sitivos por RIA, una técnica mas sensible
que la inmunohistoguimica, refuerza ia
idea de que el numero de pacientes con
SPR seronegativos puede ser menor que
el descrito, y concuerda con que alguno
de estos pacientes «idiopéaticos» también
responde a la misma terapia inmunode-
presora‘s, Nuevos estudios con un nime-
ro mayor de enfermos que cumplan crite-
rios de SPR son necesarios para ver si la
frecuencia de pacientes anti-GAD negati-
vos evaluados por este método es real-
mente inferior.

A su vez, si el RIA es la técnica empleada
en la determinacion de estos anticuer-
pos, ha de considerarse que los pacien-
tes con DMID también presentan Ac-
GAD, aunque a titulos inferiores, lo que
hace necesario que cada laboratorio es-
tandarice la técnica con sus propios con-
troles para conocer el intervalo de valores
de referencia de los pacientes con DMID
con el fin de orientar, al clinico, el signifi-
cado de esa determinacién. Por ejempilo,
un cuadro neuroldgico inespecifico en un
paciente diabético no sera atribuido a la
presencia de Ac-GAD a titulos bajos que
pueden ser reflejo de su propia diabetes.
Actualmente, no existe un consenso so-
bre el método ideal de determinacién de
Ac-GAD'. ElI empleo de una técnica
complementaria como el inmunoblot
puede afadir seguridad al valor de los
Ac-GAD en un paciente con sospecha de
SPR. Asi, el suero de los pacientes con
SPR reacciona con el GAD en el inmuno-
blot por presentar anticuerpos dirigidos
contra epitopos, fundamentaimente, li-
neales que son capaces de reconocer al
GAD desnaturalizado, mientras que en
los diabéticos por ser conformacionales
raramente lo hacen?’.

Este estudio sugiere que el espectro clini-
co del SPR puede ser mas amplio que el
establecido por los criterios diagndsticos
actuales. Los Ac-GAD resultan utiles para
el diagnoéstico del SPR y su aportacion
puede ser decisiva en la identificacion de
aquellos cuadros atipicos que no podrian
ser dignosticados con seguridad con los
criterios en curso.
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Stiff-Leg Syndrome:
A Focal Form of
Stiff-Man Syndrome

Albert Saiz, MD, Francesc Graus, MD,
Francesc Valldeoriola, MD, Josep Valls-Sol¢, MD,
and Eduardo Tolosa, MD

We report on 2 patients who presented stiffness and
spasms similar to those of stiff-man syndrome (SMS) that
were limited to one leg for up to 11 years. Patients had
serum glutamic acid decarboxylase (GAD} autoantibodies
in high titer, clinical evidence of organ-specific autoim-
munity, and electromyographic pattern of continuous
motor unit activity with abnormally enhanced exterocep-
tive reflexes. The clinical and immunological profile sug-
gests that this disorder may be a focal form of SMS.

Saiz A, Graus F, Valldeoriola F, Valls-Solé J,
Tolosa E. Stiff-leg syndrome: a focal
form of stiff-man syndrome.

Ann Neurol 1998;43:400-403

The stiff-man syndrome (SMS) is a rare neurological
disorder characterized by progressive muscular rigidicy
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predominantly of the trunk muscles with superimposed
spasms. Up to 60% of patients with SMS harbor glu-
tamic acid decarboxylase autoantibodies (GAD-Ab) in
the serum and cerebrospinal fluid (CSF).! The diagno-
sis of SMS is based on clinical and neurophysxologlcal
criteria.” The limitation of this diagnostic approach is
that patients who present with atypical features or
never develop the full-blown clinical syndrome cannot
be diagnosed as having SMS. This limitation is con-
firmed in other neurological disorders in which the dis-
covery of a biological marker has cxpanded the clinical
spectrum of the disease.?

The current criteria made impossible to diagnose as
SMS four recently published cases of patients who had
stiffness and painful spasms confined for years to one
or both lower limbs without involvement of the trunk
muscles. Two patients had clinical or serological evi-
dence of organ-specific autoimmunity, but none had
GAD-Ab. The authors coined the term stiff-leg syn-
drome to define the neurological dysfuncrion of their
patients.*

We report on 2 patients with stiffness and spasms
limired to one leg who presented with GAD-Ab, fur-
ther evidence that this focal disorder may be related to
SMS.

Patients and Methods
Electrophysiology Recording

Conventional needle elecrromyography was performed in the
lumbar paraspinal muscles, quadriceps, tibialis anterior, and
gastrocnemius medialis muscles of both sides. Spinal mo-
toneuron excitability was examined with exteroceptive stim-
uli. Several trains of five electrical stimuli, separated by 50
msec and repeated about every 30 seconds, were applied to
the posterior tibial, supraorbiral, and median nerves. Re-
sponses were recorded simultaneously in the biceps femoris
and tibialis anterior muscles at rest.

Immunological Testing

GAD-Ab was assessed by radioimmunoassay and immuno-
histochemistry and confirmed by immunoblot as previously
described.”> We compared the GAD-Ab levels of the 2 pa-
tients with those of (1) 4 patients with diagnosis of SMS,
according to accepted criteria’; (2) 77 patients with insulin-
dependent diabetes mellitus (IDDM); (3) 322 patients with
other neurological disorders; and (4) 91 healthy blood do-
noss with no family history of IDDM.

Patient 1

A 63-year-old woman noticed rigidity of the right leg with
progressive gait instability in October 1991. Two months
later, she developed episodes of sudden, painful spasms in-
volving dorsiflexion and inversion of her right foot with ex-
tension of the leg. Her symptoms progressed, leading to a
persistent abnormal posture of the leg with considerable dif-
ficulty in walking. Treatment with diazepam provided relief
of the spasms, but the gait disturbance persisted. Past med-
ical history was significant for hyperthyroidism at 50 years of

age that reverted to0 normal with treatment in 1 year. On
neurological examination, there was abnormal posturing,
with persistent extension and abduction, of the right leg and
medial inversion of the foot and hyperextension of the toes.
The leg was rigid, more so distally, and movements were
severely limited, with no palpable muscle tenderness. Volun-
tary movements of the leg and tactile simuli often precipi-
tated a spasm. She could only walk with assistance. Her gait
was characterized by shuffling, mild widened base, and short-
ened stride. She admitted a fear of failing and refused two
walk without the help of another person. The rest of the
neurological and general examination was normal. Results of
magnetic resonance imaging of the brain and spinal cord,
CSF examination, and routine laborarory analysis, including
thyroid hormones, were normal. The patient was treated
with intravenous immune globulin (IVIG) (400 mg/kg/day
for 5 days). The rigidity improved with almost normalization
in her abnormal posture within a few days. Improvement has
been maintained for 2 years with bimonthly 1-day courses of
IVIG, bur she still needs a cane to walk in the street.

Patient 2

A 56-year-old woman was referred for evaluation of a pro-
gressive gait disorder that started 11 years ago when she no-
ticed occasional episodes in which the right leg suddenly be-
came stiff, usually when the patient attempted to cross the
street or was forced to walk in a hurry. The episodes became
more frequent and provoked unexpected falls. She was diag-
nosed as having agoraphobic anxiety neurosis and treated
with benzodiazepines with partial relief of her spasms. Over
the ensuing 6 years, her symptoms progressed slowly, leading
to permanent sriffness of the right leg, with abnormal pos-
ture and increased gait disturbance. Past medical history was
significant for epilepsy diagnosed in childhood and IDDM
discovered at 52 years of age. General examination was nor-
mal. On neurological examination there was abnormal pos-
turing of the right leg, with knee extension, ankle plantar-
flexion, and inversion of the foot. The leg was rigid, with
limitation of the movements of the foot. Voluntary move-
ment of the leg and tactile stimuli occasionally precipitated a
spasm. The gait was slow and very cautious, searching for
points of support. She walked only with assistance on short
steps, with a mildly widened base and stiffness of the righe
leg. Results of magnetic resonance imaging of the brain and
spinal cord, CSF analysis, and routine laboratory analysis, in-
cluding thyroid hormones, were normal.

Results
Electrophysiological Findings
The results were essentially identical in both patients.
Needle electromyography disclosed continuous firing
of action potentials restricted to the ribialis anterior
muscle of the affected leg after needle insertion, ar a
frequency of 9 to 10 Hz. Action potential firing briefly
stopped with repeated requests for complere relaxation
bur reappeared after a brief period of rest. In addition,
there were a few fibrillatdon potendals in the tbialis an-
terior of the affected leg and lumbar paraspinal muscles.
Long latency reflex responses of the tibialis anterior
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and biceps muscles were abnormally persistent, show-
ing less habituation in the affected leg after repeated
stimulation of the posterior tibial, supraorbital, and
median nerves in both patients.

Immunological Findings

The serum and CSF of the 2 patients recognized a
band in immunoblots of GADG5 recombinant protein
with the same electrophoretic mobility as that identi-
fied by the serum of patients with SMS. By radioim-
munoassay, the serum levels of GAD-Ab (33,300
Ufml, 42,000 U/ml) were similar to those of patients
with SMS (mean, 23,250 U/ml; range, 600~67,000
U/ml) bur significantly higher than in patients with
IDDM (mean, 44.7 = 106 U/ml) (p < 0.0001).
GAD-Ab titers in the CSF were 27 and 74 U/ml
None of the patients with other neurological disorders
and normal subjects had GAD-Ab. In the immunohis-
tochemistry studies, the serum and CSF samples of the
2 partients immunoreacted with GABA-ergic nerve ter-
minals of rat cerebellar and pancreatic § cells of human
pancreas. Patient 1 also had thyroid microsomal, thy-
roglobulin, and gastric parietal cell antibodies. CSF
IgG oligoclonal bands, antiamphiphysin,® and anti-Hu,
Yo, or Ri autoantibodies” were not observed.

Discussion

We describe 2 patients with a similar clinical picrure,
characterized by insidious onser of rigidity, spasms, and
abnormal posture of one leg thar did not spread to the
other limb or trunk despite the presence of symptoms
for up to 11 years. The electromyographic examination
disclosed continuous motor unit activity and abnor-
mally enhanced exteroceptive reflexes suggesting dishi-
bition of the spinal motoneurons. Both parients had
high-titer GAD-Ab, a useful marker of SMS in the
setting of appropriate clinical and electrophysiological
fearures.

GAD-Ab are also reported in a few patients with
other neurological disorders, particularly cerebellar
ataxia.>®'? Therefore, the finding of GAD-Ab by it-
self does not absolutely mean our patients’ syndrome
represents a particular clinical expression of SMS.
However, we favor the possibility of a focal form of
SMS based on the following reasons:

1. The clinical and electrophysiological profile is
similar to that described in SMS except for the
confinement of symptoms to one leg.'>'* Initial
involvement of the distal muscles of one leg,
mimicking a focal dystonia, is occasionally re-
ported in patients who larer develop SMS."

402 Annals of Neurology Vol 43 No 3 March 1998

2. The fear to walk unaided and the gait disturbance
was more severe than expected from the leg stiff-
ness. This discrepancy led to the initial misdiag-
nosis of agoraphobic anxiery .neurosis, a fearure
frequenty reported in SMS.'®

3. The association with high-titers of GAD-Ab and
clinical evidence of organ-specific autoimmuniry
is a common feature of patents with SMS. In
addition, Patient 2 had epilepsy, which is also re-
ported in 10% of patients with SMS.!

4. Other disorders were reasonably excluded. The
chronic evolution and the absence of brainstem
signs does not support the diagnosis of progres-
sive encephalomyelitis with rigidicy,!” a disorder
caused by widespread inflammatory infiltrates
and neuronal loss more important in the spinal
cord that causes a subacute downhill clinical
course. Roobol and co-workers'® described a pa-
tient with subacute onset of rigidity and painful
spasms confined to one leg who subsequently de-
veloped a small cell lung cancer. In our patients,
the absence of cancer after more than 3 years
rules out the possible paraneoplastic origin of the
symptoms.

Conclusion

Our findings suggest that the clinical spectrum of SMS
may be more extensive than expected and reinforces
the need to redefine the SMS diagnostic criteria. We
propose the term focal SMS for those patients who ful-
fill the diagnostic criteria of SMS except for the distri-
bution of the affected muscles thar are restricted to one
limb. Detection of GAD-Ab strongly supports the di-
agnosis of these focal forms,
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SINDROME DE LA PERSONA-RIGIDA (STIFF-MAN SYNDROME): UN
ESPECTRO CLINICO Y PATOLOGICO MAS AMPLIO DE LO ESPERADO

Albert Saiz (Manuscrito en preparacién)

Introduccién

El sindrome de la persona-rigida (SPR) es un infrecuente trastorno
neurolégico caracterizado por rigidez muscular progresiva, de predominio
axial, con espasmos sobreimpuestos.l? Fisiopatologicamente se cree que es el
resultado de un desequilibrio entre las vias excitatorias catecolaminérgicas e
inhibitorias GABA-érgicas que controlan la actividad de las neuronas motoras
alfa de la médula espinal.?

El diagnéstico del sindrome se establece mediante criterios clinicos y
electrofisiologicos.# Una entidad con caracteristicas clinicas similares al SPR es
la encefalomielitis progresiva con rigidez (EMPR). Esta se caracteriza por un
curso mas rapido, la afectacién de pares craneales, signos medulares
segmentarios y de vias largas, la alteracién del liquido cefalorraquideo, y la
presencia de infiltrados linfocitarios perivasculares. 56 Recientemente hemos
descrito que el sindrome de la pierna-rigida puede ser una forma focal de SPR.”
En este trabajo presentamos un paciente con un cuadro clinico atipico de SPR
en su inicio, que desarrolla el cuadro carateristico en su evolucién pero con un
curso rapidamente progresivo similar al observado en la encefalomielitis
progresiva con rigidez. No obstante, el paciente presentaba anticuerpos anti-
glutamato decarboxilasa (Ac-GAD) en el suero y liquido cefalorraquideo, y el

estudio patolégico no demostré la presencia de infiltrados inflamatorios. Este



caso sugiere de nuevo que el espectro clinico del SPR puede ser mas amplio del

esperado y refuerza la necesidad de redefinir los criterios diagnésticos del SPR.

Caso clinico

Varén de 65 afios, que consulté en Marzo de 1996 por desviacién dolorosa
del tobillo derecho, dias despties de sufrir una pequefia herida en el dorso de
ese pie. Ante la sospecha inicial de artritis, se procedi6 a la correccién bajo
anestesia general e inmovilizacién con bota de yeso. Dos semanas después
consulté de nuevo por persistencia del dolor, y la presencia de espasmos
dolorosos que afectaban a toda la extremidad y llegaban a deformar la
escayola. Los espasmos eran tanto espontaneos como desencadenados por
estimulos que llegaban hasta la cintura peIViana y abdomen inferior,
acompafados de sintomas vegetativos. Ante la sospecha inicial de tétanos, el
paciente fue ingresado en UCIL Como antecedentes médicos destacaba la
presencia de diabetes mellitus tipo II desde hacia 15 afios, en tratamiento con
antidiabéticos orales, y habia recibido la vacuna antitetdnica anualmenté los
ultimos 3 afios. La exploracién fisica mostré una herida cicatrizada en dorso del
pie derecho, el tobillo deformado en equino-varo por contraccién ténica
irreductible del grupo posterior de la pierna y musculatura intrinseca del pie.
La rigidez afectaba a musculatura adductora, y en menor mediada a gltteos y
grupo anteroexterno de la pierna derecha. Presentaba episodios de espasmos
dolorosos que afectaban a todo el miembro inferior. El resto de la exploracién

era normal. Se sigui6 tratamiento con gammaglobulina antitetédnica, vacuna



antitetdnica, y ciclo de metronidazol endovenoso (ev) con desbridamiento de la
herida. Con la infusién de diazepam ev (hasta un méaximo de 10 mg/hora) los
espasmos desaparecieron, persistiendo la rigidez, de predominio distal, de esa
extremidad. Dada la escasa respuesta al tratamiento oral con benzodiacepinas
(hasta 40 mg/dia), se procedié a la infiltracién de la musculatuira distal con
toxina botulinica, estabilizandose el cuadro.

La RM craneal y medular fueron normales. El EMG evidenci6 la presencia
de actividad continua de unidades motoras de distribucién difusa, aunque
predominante en las extremidades inferiores, el periodo de silencio eléctrico en
tibiales anteriores presente, y una polineuropatia sensitivo-motora axonal. En el
estudio inmunohistoquimico, el liquido cefalorraquideo (LCR), pero no el
suero, inmunorreaccionaba con las terminaciones nerviosas gaba-érgicas en las
secciones de cerebelo de rata (titulo 1/10). Mediante radioinmunoensayo el
titulo de Ac-GAD era de 3.225 U/ml en suero, y 272 U/ml en el LCR. La
presencia de Ac-GAD se confirmé, tanto en suero como en el LCR, mediante
inmunoblot.? Los anticuerpos anti-islote pancreético y anti-tiroglobulina
fueron positivos. El estudio de LCR fue normal excepto por la presencié de
bandas oligoclonales de IgG.

A mediados de Mayo, reaparecieron los espasmos dolorosos de la
extremidad, y se instauré de forma progresiva una rigidez dolorosa de la otra
extremidad inferior, también de predominio distal, con espasmos ocasionales
que llegaban a interesar a la musculatura lumbar. Los espasmos mejoraron tras
la perfusion de diazepam ev, sin que se viera afectada la rigidez de la

musculatura lumbar y de los miembros inferiores que le impedian la



sedestacién. Tras un periodo de estabilizacién, durante 2 meses, bajo diferentes
pautas farmacolégicas por via oral (diazepam hasta 40 mg/dia, baclofeno hasta
35 mg7dia, tizanidina hasta 16 mg/dia, clorpromacina hasta 150 mg/dia
asociada a fenitoina con un maximo de 300 mg/dia), presenté un nuevo
empeoramiento clinico. Tras la implantacién de una bomba intratecal de
baclofeno (hasta un maximo de 750 mcg/dia) desaparecieron los espasmos y
disminuy®9 la rigidez, permitiendo el movimiento espontédneo de las piernas.
Un curso de inmunoglobulinas ev durante 5 dias no modific6 el cuadro clinico.
En Noviembre de 1996 reingresé por incremento de la rigidez y de los
espasmos dolorosos que mejoraron levemente tras incrementar la dosis de
baclofeno. Nueve dias después del ingreso, aparecieron paroxismos intensos de
espasmos asociados a disnea precisando de ingreso en UCL. El paciente fallece 5
dias después por un cuadro séptico de origen respiratorio.

La autopsia general s6lo puso de manifiesto una bronconeumonia
aspirativa. El examen macroscépico del encéfalo y médula espinal era normal.
El examen microscépico del encéfalo no mostré alteraciones significativas. La
médula espinal, fundamentalmente a nivel lumbar, mostraba pérdida néuronal
moderada que afectaba a neuronas grandes y pequefias del asta anterior, y la
presencia de neuronas vacuoladas. Proliferacién astroglial y microglial en asta

anterior, y ausencia de infiltrados linfocitarios perivasculares (Figura).



Discusién

El caso que se presenta es atipico para un SPR en varios aspectos: 1) su inicio
agudo y expresién clinica localizada, afectacién limitada a la musculatura distal
de una extremidad inferior; y 2) un curso rapidamente progresivo, 1mes, hasta
el desarrollo del cuadro clinico completo. Unas manifestaciones iniciales que
por su relacién temporal con una herida local motivaron un diagnéstico inicial
de tétanos, y que posteriormente por su rdpido curso clinico sugirieron una
encefalomielitis progresiva con rigidez (EMPR). Caracteristicas, en cualquier
caso, incompatibles con el diagnéstico de SPR siguiendo los criterios
establecidos.? A pesar de ello, pensamos que el cuadro clinico del paciente
podia formar parte del espectro del SPR por las siguientes razones: 1) unas
manifestaciones clinicas caracteristicas, una vez instaurado el cuadro completo,
y la ausencia de signos troncoencefalicos, alteracion de vias largas, y la
normalidad del LCR; 2) un EMG caracteristico, y la normalidad del periodo de
silencio eléctrico, dato este altimo que lo diferencia del tétanos;® 3) la presencia
de Ac-GAD en suero y LCR, y la coexistencia de manifestaciones clinicas y
serolégicas de autoinmunidad organo-especifica; y 4) la presencia de bandas
oligoclonales de IgG en el LCR.

En este caso ademas concurria otro hallazgo de interés no descrito
previamente, la negatividad de los Ac-GAD en el suero mediante
inmunohistoquimica y su positividad en el LCR. La inmunohistoquimica, fue la
técnica descrita por Solimena et al® cuando describieron que el 60% de los
pacientes con SPR presentaban Ac-GAD. No obstante, el estudio de LCR sélo se

realiz6 en el 70% de los pacientes de esa serie. Un dato que sugiere la posible



existencia de falsos negativos si s6lo es estudiado el suero por esta técnica. La
utilizacion de una técnica mas sensible como el RIA puede obviar este
problema.! Sin embargo, cuando el paciente es diabético, como en este caso, un
titulo bajo de Ac-GAD en el suero podria ser atribuido a su diabetes, pero no su
presencia a titulo alto en el LCR.

Que la duracién de la enfermedad fuera tan corta, 8 meses hasta su
fallecimiento, es algo que también es atipico para un SPR y podria seguir
sugeriendo una EMPR. No obstante en el SPR, como en la EMPR, también se
ha descrito muerte stibita asociada a una disfuncién autonémica aguda que
para algunos autores estin desencadenadas por los graves espasmos, mientras
que para otros son secundarias a una disfuncién hipotaldmica inmuno-
mediada.51216 E] estudio necrdpsico, sin embargo, descarté la presencia de los
infiltrados linfocitarios perivasculares caracteristicos de la EMPR que también
se han descrito de forma ocasional en el SPR (1 de los pacientes con Ac-
GAD).1213 Es mas, en un caso con un cuadro clinico caracteristico de SPR, la
presencia de ese infiltrado fue el que llevé al diagnoéstico de EMPR.?S Los casos
autopsicos de pacientes con SPR son escasos y en general no han mostrado
alteraciones significativas, si bién en la mayoria los estudios histoquimicos son
incompletos, o no son especificados!#17-1° En la Tabla 1y 2 se resumen las
principales caracteristicas de los pacientes con SPR y EMPR con estudios
neuropatolégicos detallados, incluyendo la neuronitis espinal mioclénica
subaguda? que probablemente sea una forma relacionada con la altima. Los
cambios degenerativos de las neuronas del asta anterior, y la gliosis son los

hallazgos mas prominentes en el SPR, mientras que la pérdida neuronal,



gliosis, y aumento en la actividad microglial, como en nuestro caso, junto con la
infiltracién inflamatoria lo son en el EMPR (Tabla 2). En el caso que
presentamos hay un hallazgo que no se ha descrito previamente, la presencia
de vacuolas en las motoneuronas preservadas. Este hallazgo podria ser
consecuencia de la hiperactividad de estas motoneuronas relacionadas con la
desinhibicién de las interneuronas espinales. Destruccién de interneuronas que
ha sido demostrada en otros casos® y que desafortunadamente no se ha podido
documentar en este caso por la mala preservacién del tejido. No obstante, la
afectacion limitada a la médula y de forma predominante a los segmentos
lumbosacros concuerda con la clinica del paciente, y permite considerar que el
cuadro clinico es algo més que un mero trastorno funcional, tal como se ha
sugerido en el SPR.° Ademas, la presencia de un titulo elevado de Ac-GAD en
el LCR, y superior al del suero, y la presencia de bandas oligoclonales en el
LCR, sugiere la existencia de un proceso inmuno-mediado. La ausencia del
infiltrado inflamatorio perivascular, algo que también se ha visto en algunos
casos de encefalomielitis paraneoplésica tal vez como un estadio final, podria
estar en este caso relacionado con el tratamiento previo mediante
inmunoglobulinas. En cualquier caso, que algunos pacientes con EMPR
presenten Ac-GAD,1626 y que pacientes con SPR asociados o no a Ac-GAD
presenten los hallazgos inflamatorios caracteristicos de la encefalomielitis?213
sugiere, tal como propusieron Kasperek y Zebrowski,?* que en algunos casos de
SPR y EMPR subyace el mismo proceso patolégico. De todos modos, el caso
presente refuerza la importancia de definir claramente el espectro clinico del

SPR.
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Tabla 1. Informacion clinica de casos autopsicos de SPR y EMPR

11

Autor Afto  EdadfSexo E Autoinmune Tiempo  Sintomasatipicos  Ac-GAD
asociada evolucién de SPR
Stndrome de persona-rigida
Trethowan et al?l 1960 76/ M No 4 afios No NR
Martinelli et al2 1978 52/ H No 10 afios No NR
Nekamura et alz 1986 51/H ? ? ? NR
Mitsumoto et alt2 191 34/ M DMID 6 afios No Si
Mitsumoto et al'2 1991 35/ M No 8 afios Limitacion de la Si
mirada vertical
Meinck et al1 1994 27/H No 5 afios No NR
Encefalomielitis
Campbell et al20 1956 30/H DMID Meses No / Fiebre NR
Campbell et al20 195 32/H No 1 mes No / Fiebre NR
Kasperek et al 1971 49/ M No 17meses  Troncoencéfalo NR
arreflexia
Lhermitte et al® 1973 70/H No 38meses  Troncoencéfalo NR
sensibilidad profunda
Babinski bilateral
Whiteley et al® 1976 61/ M No 13meses No NR
Whiteley et al® 1976 19/H No 1 mes No NR
Howell et alé 1979 56/ M No 26 meses  Troncoencéfalo NR
arreflexia
Babinski bilateral
Armon_et al’5 199 0/ M No 2,5 afios No NR
Caso actual
Saiz A 198 65/ H DMNID 8 meses No Si
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Tabla 2. Informacion patologica de casos autopsicos de SPR y EMPR

Aautor Afo  Infiltrados inflamatorios Pérdida de Vacuolas  Gliosis Microglia

motoneuronas

Sindrome de persona-rigida

Trethowan et alt 1960 No No No St No
Martinelli et al2 1978 No leve C5-C6 No No No
Nakamura et al2 1986 No Si? ? ? ?
Mitsumoto et ali2 1991  No No No Si No
Mitsumoto et al12 1991 51 (GB, TE, ME) No No No No
Meinck et al13 1994  Si(TE, ME) St No Si No
Encefalomielitis

Campbell et al0 1956  Si(ME) No No Si Si
Campbell et al®0 1956  Si (Bulbo, ME) No No Si Si
Kasperek et al 1971  Si (HP,TE, ME) Si (>C) No St No
Lhermitteetal 2 1973  Si{palido, TE, ME) Si{(>C) No Si No
Whiteley et al¢ 1976  Si(TE, ME) Si No Si Si
Whiteley et al 1976  Si(TE, ME) No evidente No Si Si
Howell et al6 1979  Si(TE, ME) Interneuronas ~ No Si Si
Amon et all5 1996 Si (Difusa) No No Si Si
Caso actual

Saiz A 1998  No Si (lumbar) Si Si Si

SPR: sindrome de persona-rigida; EMPR: encefalomielitis progresiva con rigidez; H: hombre; M: mujer; NR: no
realizado; DMID: diabetes mellitus insulino-dependiente; DMINID: diabetes mellitus no insulino-dependiente;

HP: hipocampo; GB: ganglios basales; TE: troncoencéfalo; ME: médula espinal.
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Figura: Secci6n a nivel del asta anterior de la médula Jumbar. A. Se puede
observar la presencia de degeneracion vacuolar de una motoneurona del asta
anterior (tefiido con luxol fast blue X 400). B. Detalle de una motoneurona con

degeneracion vacuolar (tenido con hematoxilina eosina X 600).




ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

TRABAJO5: Anticuerpos anti-anfifisina en pacientes con trastornos neurolégicos

paraneoplasicos diferentes del sindrome de la persona-rigida
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Anti-amphiphysin I antibodies in patients with
paraneoplastic neurological disorders associated
with small cell lung carcinoma

A Saiz, J Dalmau, M Husta Butler, Q Chen, J Y Delattre, P De Camilli, F Graus

Abstract

Patients with stiff man syndrome and
breast cancer develop anti-amphiphysin I
antibodies that primarily recognise the C
terminus of the protein. Anti-amphi-
physin I antibodies have also been identi-
fied in a few patients with paraneoplastic
neurological disorders (PND) and smalil
cell lung cancer (SCLC). The frequency of
anti-amphiphysin I antibodies in patients
with SCLC and PND was analysed and the
epitope specificity of these antibodies was
characterised.

Anti-amphiphysin I antibodies were
evaluated by immunohistochemistry on
human and rat cerebellum and immuno-
blots of rat brain homogenates. Serum
samples included 134 patients with PND
and anti-Hu antibodies (83% had SCLC),
44 with SCLC and PND without anti-
Hu-antibodies, 63 with PND and either
Yo, Ri, or Tr antibodies, 146 with SCLC
without PND, and 104 with non-PND.
Positive serum samples were confirmed
with immunoblots of recombinant human
amphiphysin I and immunoreacted with
five overlapping peptide fragments cover-
ing the full length of the molecule.

Serum samples positive for anti-
amphiphysin I antibodies included those
from seven (2.9%) patients with PND and
two (1.4%) with SCLC without PND. Six of
the seven anti-amphiphysin I antibody
positive patients with PND had SCLC
(three with Hu-antibodies), and one had
anti-Hu-antibodies but no detectable
tumour., The PND included encephalo-
myelitis/sensory neuropathy (five pa-
tients), cerebellar degeneration (one), and
opsoclonus (one). All anti-amphiphysin 1
antibodies reacted with the C terminus of
amphiphysin I, but seven also recognised
other fragments of the molecule.

In conclusion, anti-amphiphysin I anti-
bodies are present at low frequency in
patients with SCLC irrespective of the
presence of an associated PND. All anti-
amphiphysin I antibody positive serum
samples have in common reactivity with
the C terminus of the protein.

(¥ Neurol Neurosurg Psychiarry 1999;66:214-217)

Keywords: autoantibodies; amphiphysin I; paraneoplas-
tic; small cell lung carcinoma; stiff man syndrome

Amphiphysin I, a nerve terminal protein with a
putative role in endocytosis,’ is recognised by
autoantibodies present in the serum and CSF
samples from female patients with paraneo-
plastic stiff man syndrome (SMS) and breast
cancer.” ’ The anti-amphiphysin I antibodies of
these patients predominantly react with the C
terminus of the protein.'* A recent study’
identified anti-amphiphysin I antibodies in the
serum of three patients with small cell lung
carcinoma (SCLC) and paraneoplastic en-
cephalomyelitis and sensory neuronopathy
(PEM/SN), a disorder usually associated with
anti-Hu-antibodies.® The serum of one of these
patients had anti-Hu antibodies but none of
them developed typical SMS. Although this
study suggested that PEM/SN in patients with
SCLC may associate with several autoantibody
specificities and that anti-amphiphysin 1 anti-
bodies are not restricted to SMS, the frequency
and specificity of these associations were not
defined. A few additional cases of anti-
amphiphysin I antibody positive patients with
PND other than SMS associated with either
breast or lung cancer were reported.” To clarify
these clinical-serological associations is impor-
tant because these antibodies are considered
good markers of specific types of paraneoplas-
tic syndromes and tumours.

In the present study, we analysed the
frequency of anti-amphiphysin I antibodies in a
large series of patients with PND other than
SMS, to determine whether: (1) anti-
amphiphysin I antibodies are associated with a
particular type of PND or tumour and (2)
whether amphiphysin I autoepitopes differ in
patients with different clinical syndromes.

Materials and methods

Serum samples were obtained from 241
patients with PND, 146 with SCLC without
PND or anti-Hu-antibodies, and 104 with
non-paraneoplastic neurclogical disorders usu-
ally considered in the differential diagnosis of
PND (cerebellar disorders 56, sensory neu-
ropathy 41; opsoclonus seven). Among the 241
patients with PND, 134 had PEM/SN (83%
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had SCLC), 44 had SCLC and PND without
anti-Hu antibodies (paraneoplastic cerebellar
degeneration 30; PEM/SN seven; opsoclonus
seven), and 63 had PND and either Yo, Ri, or
Tr antibodies. Serum samples were collected in
three of the participant laboratories (Barce-
lona, Paris, and New York) and kept frozen at
—70° C. Serum samples from two patients with
paraneoplastic SMS and breast cancer were
used as positive controls.

Immunohistochemistry on human and rat
cerebellum (serum screening dilution 1:500)
and immunoblot of rat brain homogeneate
(serum dilution 1:10 000) were done as previ-
ously described in detail.’’ To make the
anti-amphiphysin I antibody detection more
uniform, all immunoblots were prepared in the
same laboratory (Hospital Clinic, Barcelona)
and nitrocellulose strips containing the same
amount of immobilised antigen were sent to
the other two participating laboratories (Paris
and New York) that processed the strips with
the same protocol.

CRITERIA FOR THE PRESENCE OF
ANTI-AMPHIPHYSIN I ANTIBODIES

A serum was considered positive for anti-
amphiphysin I antibodies when immunoblots
of rat brain homogenate showed a reactive
band of identical electrophoretic mobility
(around 128 kDa) than that obtained with the
positive control. All positive and seven ran-
domly taken negative serum samples were sub-
sequently evaluated by indirect immunofluo-
rescence on formaldehyde fixed rat cerebellar
tissue® and immunoblots of recombinant
human amphiphysin I* at Yale University
(MHB, PDC). Serum samples were tested at
dilutions of 1:4 and 1:500 for the immunofluo-
rescence and the immunoblot experiments
respectively, Clinical information was blinded
from investigators performing these immunob-
lots.

EPITOPE ANALYSIS

Glutathione S-transferase (GST) fusion pro-
teins consisting of five overlapping fragments of
amphiphysin I were prepared as described
previously. The five GST fusion proteins were
subjected to SDS-PAGE (10% acrylamide)
and western blotting as previously described."
Monoclonal antibodies directed to each frag-
ment of amphiphysin I were used to identify
the correct band. Positive and negative human
serum samples were also used as controls.

Results

IMMUNOBLOT STUDIES

Nine serum samples immunoreacted with a
band identical with that obtained with the
positive control in immunoblots of rat brain
homogenate (figure). In all of them, the
presence of anti-amphiphysin I antibodies was
confirmed in immunoblots of recombinant
human amphiphysin I, whereas seven negative
serum samples by the screening criteria,
blindly examined with the positive ones, did
not react with the recombinant protein. All
nine positive samples reacted with fragment V
of amphiphysin I that includes the C terminus
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Immunoblots of rat brain homogenate probed with a normal
human serum (lane 1), serum from paraneoplastic SMS
and breast cancer with anti-amphiphysin I antibodies, as
positive controls (lanes 2,3), PND and SCLC (lanes 4-8),
and SCLC without PND (lanes 9-10). Three serum
samples from patients with PND and SCLC (lanes 4-6)
immunoreacted with a band (around 128 kDa) of the
same electrophoretic mobility as that recognised by the
positive anti-amphiphysin I antibody serum samples
(arrow). Four serum samples also presented anti-Hu
antibodies (arrowhead).

of the molecule,’ but the reactivity with the
other four fragments of amphiphysin I was not
uniform with seven samples recognising multi-
ple fragments.

IMMUNOHISTOCHEMISTRY STUDIES

None of the nine positive anti-amphiphysin I
antibody serum samples could be identified by
immunohistochemistry on human cerebellum.
In rat cerebellar sections evaluated by the
avidin-biotin immunoperoxidase technique,
the presence of anti-amphiphysin I antibodies
was shown in only one serum sample, which
corresponded to that with the strongest immu-
noreactivity in immunoblots. However, when
the nine serum samples were evaluted by indi-
rect immunofluorescence using a higher
concentration,’ all but one gave an immunore-
active pattern compatible with anti-
amphiphysin I antibodies.

CLINICAL-IMMUNOLOGICAL CORRELATION

Seven anti-amphiphysin I antibody positive
patients had PND(2.9%) and two had SCLC
without neurological disorders (1.4%). Six of
the seven patients with PND had SCLC that
was diagnosed after onset of the neurological
symptoms. In one patient, who also was
anti-Hu-antibody positive, the tumour could
not be found at necropsy. We include this
patient in the PND group because the patient
presented typical clinical and neuropathologi-
cal features of PEM/SN with neuronal loss and
inflammatory infiltrates in the dorsal root gan-
glia and spinal cord. None of the patients with-
out PND or with PND associated with anti-Yo,
Ri, or Tr antibodies had anti-amphiphysin I
antibodies.

The clinical features of the seven patients
with PND and anti-amphiphysin I antibodies
are summarised in the table. Five of the seven
patients developed symptoms of PEM/SN and
four of them also had high titres of anti-Hu-
antibodies. The other two patients had para-
neoplastic  cerebellar degeneration and
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Clinical features of anti-amphiphysin positive patients with paraneoplastic neurological disorders

Time (months)

Patient Agelsex  Clinical syndrome Hu-Ab  PND/tumour Cancer  Outcome

1 60/F Sensorimotor neuropathy  Yes -23 SCLC Necropsy: PEM/SNt

2 58/M PEM/SN Yes -7 SCLC Necropsy: PEM/SNYT

3 71/M PEM/SN and LEMS Yes -17 SCLC Necropsy: PEM/SN

4 64/M Sensory neuropathy No* 0 SCIL.C  Death: pulmonary embolus

5 64/M Cerebellar syndrome No -18 SCLC  Alive for 7 years

6 74/M Opsoclonus/myoclonus No* -1 SCLC Necropsy: perivascular/meningeal
inflammatory infiltrates. Moderate neuronal
loss in dentate nucleus and Purkinje cells

7 80/F Sensory neuropathy Yes n.a. None  Necropsy: PEM/SN**

PEM/SN=Paraneoplastic encephalomyelitis/sensory neuronopathy; LEMS=I amberi-Eaton myasthenic syndrome; SCLC=small

cell lung carcinoma; NA=not applicable.

*Patients had low titre of Hu-Ab similar to that found in 16% of SCLC without paraneoplastic neurological disorders."
+Necropsy findings typical of PEM/SN with multifocal inflammatory infiltrates, reactive gliosis, and neuronal loss.

opsoclonus/myoclonus syndrome. The fre-
quency of anti-amphiphysin I antibodies in
patients with PND and SCLC (3.9%) with
(2.7%) or without (6.8%) anti-Hu-antibodies
was not statistically different from that in
patients with SCLC without PND.

Discussion

The main finding of the present study is that
the frequency of anti~amphiphysin I antibodies
was low in patients with SCLC and PND. The
group of patients with the highest frequency of
anti-amphiphysin I antibodies (6.8%) corre-
sponded with those with SCLC, PND, and
negative anti-Hu-antibodies. However, even for
this group the frequency of anti-amphiphysin 1
antibodies was not significantly different from
that in patients with SCL.C without PND.

The clinical range of anti-amphiphysin I
antibody positive patients was not uniform.
None developed clinical or neurophysiological
features of SMS, five patients had PEM/SN
and two developed other PND (see below).
Four out of the five PEM/SN patients had
anti-Hu-antibodies, a not surprising finding
considering that the great majority of patients
with PEM/SN, 95% in this series, had
anti-Hu-antibodies.® Necropsy findings of the
four patients with PEM/SN harbouring both
anti-Hu-antibodies and anti-amphiphysin I
antibodies were similar to those reported in
anti-Hu-antibody positive patients with
PEM/SN but without anti-amphiphysin I
antibodies.” Although postmortem of one of
our anti-amphiphysin I antibody positive pa-
tients did not show a tumour, this patient had
anti-Hu-antibodies and typical clinical and
postmortem features of PEM/SN raising the
possibility that a small, tumour was overlooked.

The other two patients presented paraneo-
plastic cerebellar degeneration and the
opsoclonus/myoclonus syndrome respectively.
Patients with paraneoplastic cerebellar degen-
eration and SCLC, who do not develop other
features of PEM/SN, usually lack anti-Hu-
antibodies but 36% of them harbour P/Q type
voltage gated calcium channel antibodies
probably related to a higher than expected
association  with  the Lambert-Eaton
myasthenic syndrome.'” Similarly, anti-Hu-
antibodies are rarely identified in paraneoplas-
tic opsoclonus-myoclonus associated with

SCLC although a few patients have been’

reported.” * Excluding these exceptions, when
paraneoplastic cerebellar degeneration and

opsoclonus/myoclonus develop as isolated syn-
dromes in patients with SCLC, they are not
generally associated with any specific antineu-
ronal antibody. Our series supports this notion,
because anti-amphiphysin I antibodies were
identified in only 3% of paraneoplastic cerebel-
lar degeneration and 14% of patients with
opsoclonus-myoclonus and SCLC.

The low frequency of anti-amphiphysin I
antibodies in patients with SCLC with PND,
the lack of association with a particular neuro-
logical syndrome, and the similar frequency of
anti-amphiphysin I antibodies in patients with
SCLC without PND is by contrast with that
described with anti-Hu-antibodies that are
particularly associated with PEM/SN syn-
drome and SCLC.® This is also by contrast
with the close link between anti-amphiphysin I
antibodies and SMS associated with breast
cancer.’

Our study suggests that the optimal immu-
nohistochemical method to detect antineuro-
nal antibodies depends on the type of antibody.
In the current study, the use of recommended
techniques and serum dilutions to detect
antineuronal antibodies” failed to identify
anti-amphiphysin I antibodies which, however,
were readily demonstrated using higher serum
concentrations and a different protocol.” In any
case, immunoblot seems more sensitive than
immunohistochemistry to  detect anti-
amphiphysin I antibodies.

The anti-amphiphysin I antibodies from all
our patients recognised fragment V (C termi-
nus) of human amphiphysin I, although many
of them also recognised additional fragments.
This finding is in agreement with that previ-
ously reported in patients with SCLC with
PEM/SN and patients with SMS and breast
cancer. Interestingly, in a series of 30 mouse
monoclonal antibodies which were raised
against human amphiphysin I, only three were
directed against fragment V.'* This indicates
that the epitopes recognised by the human
serum samples do not simply coincide with the
most immunogenic portion of the molecule,

Anti-amphiphysin I antibodies may be
useful in predicting the paraneoplastic origin
of a neurological disorder in a given patient
without known cancer because, in agreement
with a previous report,” we did not find
anti-amphiphysin I antibodies in a large series
of patients without PND but whose symptoms
were initially suspected to be paraneoplastic.
However, the low incidence of anti-
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amphiphysin I antibodies in patients with
PND and SCLC represents a limitation for its
use as a diagnostic marker of PND other than
SMS.
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Abstract

Background: Patients with stiff-man syndrome and breast cancer develop anti-
amphiphysin I antibodies (Am-Ab) that primarily recognize the C-terminus of
the protein. Am-Ab have also been identified in a few patients with
paraneoplastic neurologic disorders (PND) and small-cell lung cancer (SCLC)
but the significance of this association is unclear.

Objective: To determine the frequency of Am-Ab in SCLC patients with PND
and to characterize the epitope specificity of these antibodies.

Methods: Am-Ab were evaluated by immunohistochemistry on human and rat
cerebellum, and immunoblots of rat brain homogenates. Serum samples
included 134 patients with PND and anti-Hu antibodies (Hu-Ab) (83% had
SCLC), 44 with SCLC and PND without Hu-Ab, 63 with PND and either Yo, Ri,
or Tr antibodies, 146 with SCLC without PND, and 104 with non-PND. Positive
sera were confirmed with immunoblots of recombinant human amphiphysin I
and immunoreacted with five overlaping peptide fragments covering the full
length of the molecule.

Results: Positive Am-Ab sera included from 7 (2.9%) patients with PND and 2
(1.4%) with SCLC without PND. Six of the 7 Am-Ab positive PND patients had
SCLC (3 with Hu-Ab), and one had Hu-Ab but no detectable tumor. The PND
included encephalomyelitis/sensory neuropathy (5 patients), cerebellar
degeneration (1) and opsoclonus (1). All Am-Ab reacted with the C-terminus of

amphiphysin I, but seven also recognized other fragments of the molecule.
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Conclusions: Am-Ab are present at low frequency in patients with SCLC

irrespective of the presence of an associated PND. All Am-Ab positive sera have

in common reactivity with the C-terminus of the protein.
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Introduction

Amphiphysin I, a nerve terminal protein with a putative role in
endocytosis [1,2], is recognized by autoantibodies present in the serum and CSF
from female patients with paraneoplastic stiff-man syndrome (SMS) and breast
cancer[3,4]. The anti-amphiphysin I antibodies (Am-Ab) of these patients
predominantly react with the C-terminus of the protein which contains a SH3
domain. This SH3 domain interacts with other proteins involved in synaptic
vesicle endocytosis [2,5]. A recent study [6] identified Am-Ab in the serum of
three patients with small-cell lung carcinoma (SCLC) and paraneoplastic
encephalomyelitis and sensory neuronopathy (PEM/SN), a disorder usually
associated with anti-Hu antibodies (Hu-Ab) [7-9]. The serum of one of these
patients had Hu-Ab but none of them developed typical SMS. Although this
study suggested that PEM/SN in SCLC patients may associate with several
autoantibody specificities and that Am-Ab are not restricted to SMS, the
frequency and specificity of these associations were not defined. A few
additional cases of Am-Ab positive patients with PND other than SMS
associated with either breast or lung cancer were reported [10]. To clarify these
clinical-serological associations is important because these antibodies are
considered good markers of specific types of paraneoplastic syndromes and
tumors.

In the present study, we analyzed the frequency of Am-Ab in a large
series of patients with paraneoplastic neurologic disorders (PND) other than

SMS, to determine wether: 1) Am-Ab are associated with a particular type ot
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PND or tumor and 2) whether amphiphysin I autoepitopes differ in patients

with different clinical syndromes.

Materials And Methods

Sera and tissues

Serum samples were obtained from 241 patients with PND, 146 with
SCLC without PND or Hu-Ab, and 104 with non-paraneoplastic neurologic
disorders usually considered in the differential diagnosis of PND (Table 1). Sera
were collected in three of the participant laboratories (Barcelona, Paris, and
New York) and kept frozen at -70° C. Serum samples from two patients with
paraneoplastic SMS and breast cancer were used as positive controls.

Samples of human cerebellum were obtained from neurologically normal
individuals within 16 hours after death and embedded in optimal cutting
temperature compound (OCT, Miles Inc, USA). Wistar rats were anesthetized
and perfused with saline followed with 4% paraformaldehyde in 0.12 M sodium
phosphate buffer. The cerebellum was further fixed with 4% paraformaldehide
for 4 hours and cryoprotected with 20% sucrose in phosphate buffered saline
(PBS) overnight. Human and rat samples were snap frozen in isopentane chilled
by liquid nitrogen, and stored at -70°C.

For immunoblot analysis, approximately 20 g of fresh rat brain were
homogenized in 600 ml of 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5, 0.2 mM
EDTA, 1 mM 2-aminoethylisothiouronium bromide (AET), 0.2 mM pyridoxal 5-

phosphate (PLP), pepstatin, aprotinin, leupeptin, antipain (each at 4 ug/ml;
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Sigma, USA), and 0.4 uM PMSF with a glass-Teflon homogenizer using 10 up-

and-down strokes at 900 rpm. The homogenate was sonicated and clarified by
centrifugation at 130,000 g for 1 hour at 4°C.

Immunohistochemistry

Seven p-thick frozen sections of rat cerebellum fixed as indicated above
were sequentially incubated at room temperature with 0.3% hydrogen peroxide
in PBS for 10 minutes, 10% normal goat serum for 20 minutes, the patient’s
serum diluted at 1:500 for 3h at 37°C, biotinylated goat anti-human IgG for 30
minutes, and the avidin biotin immunoperoxidase complex (Vector Labs, USA)
for 30 minutes. The reaction was developed with 0.05% diaminobenzidine
tetrahydrochloride (Sigma, USA) with 0.01% hydrogen peroxide in PBS with
0.5% Triton X-100. Dilution of antibodies was done in PBS with 0.3% Triton X-
100. Immunohistochemistry on human cerebellum was done with the same
protocol except that the frozen sections were fixed in cold acetone for ten
minutes, the incubation with patient’s serum was done overnight at 4°C , and
antibodies were not diluted in Triton X-100.

Immunoblotting of rat brain homogenate

Rat brain homogenate was resuspended in sample buffer containing 2%
sodium dodecyl sulfate (SDS) and 5% 2-mercaptoethanol, boiled for 2 minutes,
electrophoresed (30 pg per lane) in 7.5% or 10% SDS-polyacrylamide gels, and
transferred to nitrocellulose[12]. After blocking with 5% dry carnation milk and
10% normal goat serum for 1 hour, nitrocellulose strips were incubated with the

patient’s serum (1:10,000 dilution) or positive control (1:50,000), overnight at
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room temperature, washed with PBS, and incubated with biotinylated goat

anti-human IgG, diluted 1:2,000 in 10% normal goat serum for one hour. Strips
were then processed as described in the immunohistochemistry technique. To
make the Am-Ab detection more uniform, all immunoblots were prepared in
the same laboratory (Hospital Clinic, Barcelona) and nitrocellulose strips
containing the same amount of immobilized antigen were sent to the other two
participating laboratories (Paris and New York) that processed the strips with
the same protocol.

Criteria for the presence of anti-amphiphysin I antibodies

A serum was considered positive for Am-Ab when in immunoblots of rat
brain homogenate showed a reactive band of identical electrophoretic mobility
(around 128 Kd) than that obtained with the positive control. All positive and
seven randomly taken negative sera were subsequently evaluated by indirect
immunofluorescence on formaldehyde-fixed rat cerebellar tissue [3,13] and
immunoblots of recombinant human amphiphysin I [5] at Yale University (M.
HB, P.DC). Serum samples were tested at dilutions of 1:4 and 1:500 for the
immunofluorescence and the immunoblot experiments respectively. Clinical
information was blinded from investigators performing these immunoblots.

Epitope analysis

Glutathione S-transferase (GST)-fusion proteins consisting of five
overlapping fragments of amphiphysin I were prepared as described
previously [5]. The five GST-fusion proteins were subjected to SDS-PAGE (10%

acrylamide) and western blotting. Nitrocellulose strips were blocked with
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blotto (5% milk, 20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 150 mM NaCl, and 0.1% Tween-20),

then incubated with patient’s serum at a dilution of 1:500 for 2 hours. Strips
were washed three times, incubated in rabbit anti-human IgG (dilution 1:1000)
for 1 hour in Blotto, and again washed three times. Finally the strips were
incubated in anti-rabbit IgG conjugated to alkaline-phosphatase (1:1000 in
Blotto) for one hour, washed and developed using standard procedures with
nitroblue tetrazolium and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate. Monoclonal
antibodies directed to each fragment of amphiphysin I were used to identify the

correct band. Positive and negative human serum were also used as controls.

Results

Immunoblot studies

Nine sera immunoreacted with a band identical to that obtained with the
positive control in immunoblots of rat brain homogenate (Figure 1). In all of
them, the presence 6f Am-Ab was confirmed in immunoblots of recombinant
human amphiphysin I, whereas seven negative sera by the screening criteria,
blindly examined with the positive ones, did not react with the recombinant
protein. All nine positive sera reacted with fragment V of amphiphysin I, that
includes the C-terminus of the molecule [5], but the reactiifity with the other
four fragments of amphiphysin I was not uniform with seven sera recognizing

multiple fragments.
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Immunohistochemistry studies

None of the nine positive Am-Ab sera could be identified by
immunohistochemistry on human cerebellum. In rat cerebellar sections
evaluated by the avidin-biotin immunoperoxidase technique, the presence of
Am-Ab was demonstrated in only one serum, which corresponded to that with
the strongest immunoreactivity in immunoblots. However, when the nine sera
were evaluted by immunohistochemistry at Yale University with a different
protocol [3], all but one gave an immunoreactive pattern compatible with Am-
Ab.

Clinical-immunological correlation

Seven Am-Ab positive patients had PND(2.9%) and two had SCLC
without neurologic disorders (1.4%). Six of the seven patients with PND had
SCLC that was diagnosed after onset of the neurological symptoms. In one
patient, who also was Hu-Ab positive, the tumor could not be found at autopsy.
We include this patient in the PND group because the patient presented typical
clinical and neuropathologic features of PEM/SN with neuronal loss and
inflammatory infiltrates in the dorsal root ganglia and spinal cord. None of the
patients with non-paraneoplastic neurologic disorders or with PND associated
with anti-Yo, Ri or Tr antibodies had Am-Ab.

Table 2 summarizes the clinical features of the 7 patients with PND and
Am-Ab. Five of the 7 patients developed symptoms of PEM/SN and four of
them also had high titers of Hu-Ab. The other two patients had paraneoplastic

cerebellar degeneration and opsoclonus/ myoclonus syndrome respectively.
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The frequency of Am-Ab in patients with PND and SCLC (3.9%) with (2.7%) or

without (6.8%) Hu-Ab was not statistically different from that observed in

SCLC patients without PND.

Discussion

This is the first study that analizes the frequency of Am-Ab in a large
series of patients with PND other than SMS. Two previous studies suggested an
association between PND and Am-Ab in patients with SCLC, but none of them
described the frequency of Am-Ab in patients with SCLC and several types of
PND or in a control group of SCLC patients without PND[6,10]. The main
finding of the present study is that the frequency of Am-Ab was low in SCLC
patients with PND. The group of patients with the highest frequency of Am-Ab
(6.8%) corresponded to those with SCLC, PND, and negative Hu-Ab. However,
even for this group the frequency of Am-Ab was not significantly different from
that observed in SCLC patients without PND.

We do not think that the low frequency of Am-Ab could be explained by
the relatively high dilution (1:10,000) of the sera used in the immunoblots of rat
brain homogenates. This dilution was lower than the routinely used by the
positive control sera (1:50,000) and is useful for the detection of the most
common antineuronal paraneoplastic antibodies [14,15]. In addition, the use of
a lower dilution would probably had increased the occurrence of unspecific
bands and false positive results when confirmed with immunoblots of

recombinant amphiphysin I.
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The clinical spectrum of Am-Ab positive patients was not uniform. None

developed clinical or neurophysiologic features of SMS, 5 patients suffered
from PEM/SN and two developed other PND (see below). Four out of the 5
PEM/SN patients had Hu-Ab, a not surprising finding considering that the
great majority of PEM/SN patients, 95% in this series, had Hu-Ab [7]. Autopsy
. findings of the four PEM/SN patients harboring both Hu-Ab and Am-Ab were
similar to those reported in Hu-Ab positive patients with PEM/SN but without
Am-Ab [7].

The other two patients presented paraneoplastic cerebellar degeneration
and the opsoclonus/myoclonus syndrome respectively. Patients with
paraneoplastic cerebellar degeneration and SCLC, who do not develop other
features of PEM/SN, usually lack Hu-Ab but 36% of them harbor P/Q type
voltage-gated calcium channel antibodies probably related to a higher than
expected association with the Lambert-Eaton myasthenic syndrome [16].
Similarly, Hu-Ab are rarely identified in paraneoplastic opsoclonus-myoclonus
associated with SCLC although a few patients have been reported [17,18].
Excluding these exceptions, paraneoplastic cerebellar degeneration and
opsoclonus/myoclonus, when they develop as isolated syndromes in patients
with SCLC, generally do not appear to be associated with any specific
antineuronal antibody. Our series supports this notion, because Am-Ab were
identified in only 3% of paraneoplastic cerebellar degeneration and 14% of

opsoclonus-myoclonus patients with SCLC.
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The low frequency of Am-Ab in SCLC patients with PND, the lack of

association with a particular neurological syndrome, and a similar frequency of
Am-ADb in SCLC patients without PND is in contrast with that described with
Hu-Ab that are particularly associated with PEM/SN syndrome and SCLC [7-
9]. This is also in contrast to the close link between Am-Ab and breast cancer
associated with SMS or similar neurologic conditions [3]. In spite of these
considerations, Am-Ab may be useful to predict the paraneoplastic origin of the
neurologic disorder of a given patient without known cancer because, in
agreement with a previous report [6], we did not find Am-Ab in a large series of
patients with non-paraneoplastic neurologic syndromes where a paraneoplastic
etiology is usually considered. Although the autopsy of one of our Am-Ab
positive patients did not show a tumor, this patient had Hu-Ab and typical
clinical and post-mortem features of PEM/SN raising the possibility that a
small, microscopic, tumor was overlooked [17].

Our study suggest that the optimal immunohistochemical method to
detect antineuronal antibodies depends on the type of antibody: in the current
study, the use of recommended techniques and serum dilutions to detect
antineuronal antibodies [19] failed to identify Am-Ab which, however, were
readly demonstrated using higher serum concentrations and a different
protocol [13].

The Am-Ab from all our patients recognized fragment V (C-terminus) of
human amphiphysin I, although many of them recognized additional

fragments. This finding is in agreement with that previously reported in SCLC
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patients with PEM/SN and patients with SMS and breast cancer. Interestingly,

in a series of 30 mouse monoclonal antibodies which were raised against human
amphiphysin I, only three were directed against fragment V [20]. This
observation indicates that the epitopes recognized by the human sera do not
simply coincide with the most immunogenic portion of the molecule.

The findings of this study confirms and extends the previous evidence
that Am-Ab may be present in some patients with PND and SCLC. Although
the frequency of Am-Ab is low, their detection may help in the diagnosis of a
given neurological syndrome as paraneoplastic and direct the search to SCLC

or breast cancer.
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Table 1

Clinical diagnosis of the patients evaluated for anti-amphiphysin antibodies

Clinical diagnosis number of patients
PEM/SN and Hu-Ab 134
Associated with: SCLC 111
other tumors 10
no tumor 13
Hu-Ab negative PND and SCLC 44
Clinical syndrome: PCD 30
PEM/SN 7
opsoclonus/myoclonus 7
PND not associated with SCLC or Hu-Ab 63
PCD with Yo-Ab and ovary/breast cancer 47
PCD with Tr-Ab and Hodgkin's disease[11] 5
PND(&) with Ri-Ab and several cancers* 11
Non-PND neurological syndromes 104
Cerebellar disorders 56
Sensory neuropathies 41
Opsoclonus 7
SCLC patients without PND 146

PEM/SN: Paraneoplastic encephalomyelitis/ sensory neuronopathy; PCD:

Paraneoplastic cerebellar degeneration; PND: Paraneoplastic neurological

disorders; SCLC: Small-cell lung carcinoma

(&) All patients had brainstem encephalitis but not all opsoclonus

Saiz

(*) Breast cancer: 5 patients; SCLC: 2; Non-SCLC: 1; Bladder cancer: 1, No

cancer: 2.
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Table 2. Clinical features of anti-amphiphysin positive patients with

paraneoplastic neurologic disorders

Patient  Age/sex Clinical syndrome Hu-Ab Time(months) Cancer  Outcome
PND/ tumor
1 60/F myxed Yes =23 SCLC Autopsy: PEM/SN**
neuropathy
2 58/M PEM/SN Yes -7 SCLC Autopsy:PEM/SN**
3 71/M PEM/SN and Yes -17 SCLC Autopsy: PEM/SN**
LEMS
4 64/M sensory No* 0 SCLC Death: Pulmonary embolus
neuropathy
5 64/ M Cerebellar No -18 SCLC Alive for 7 years
syndrome
6 74/M Opsoclonus/ No* -1 SCLC Autopsy: perivascular/
myoclonus meningeal inflammatory
infiltrates. Moderate
neuronal loss in dentate
nucleus and Purkinje cells
7 . 80/F Sensory Yes n.a None Autopsy: PEM/SN**

neuropathy

PEM/SN: Paraneoplastic encephalomyelitis/sensory neuronopathy; LEMS:

Lambert-Eaton myasthenic syndrome; SCLC: Small-cell lung carcinoma. n.a. :

not applicable

* Patients had low titer of Hu-Ab similar to that found in 16% of SCLC without

paraneoplastic neurological disorders[14]. ** Autopsy findings typical of

PEM/SN with multifocal inflammatory infiltrates, reactive gliosis, and

neuronal loss.



Saiz 19
Figure Legend

Immunoblots of rat brain homogenate probed with the serum of a
patient with SMS and anti-GAD antibodies (lane 1), paraneoplastic SMS and
breast cancer with Am-Ab (lanes 2,3), PND and SCLC (lanes 4-8), SCLC without
PND (lanes 9-10). Three sera from patients with PND and SCLC (lanes 4-6)
immunoreacted with a band (around 128 Kd) of the same electrophoretic
mobility as that recognized by the positive Am-Ab sera (arrow). Four sera also

presented anti-Hu antibodies (arrowhead).



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

DISCUSION

Desde la descripcién inicial de la asociacion de los Ac-GAD al sindrome de la
persona-rigida (SPR), se ha detectado de forma ocasional la presencia de estos
anticuerpos en otras enfermedades neuroldgicas no relacionadas con el SPR. Cuatro
pacientes con enfermedades degenerativas cerebelosas (3 con ataxia cerebelosa de inicio
tardio, y 1 con atrofia multisistémica),>”® uno con mioclonias palatinas,® y finalmente un
parkinsonismo.? Excepto en dos de estos pacientes,”® el resto fueron detectados en
grupos controles de pacientes con enfermedades neurolégicas degenerativas que eran
evaluados para determinar la frecuencia de AC-GAD en pacientes con SPR, y se
desconoce su perfil clinico e inmunolégico. A pesar de la existencia de estos casos
aislados, no existe ningtn estudio especifico dirigido a conocer el espectro de
enfermedades neurolégicas asociadas a los Ac-GAD. Evaluacion que por si misma
puede dar respuesta a si la presencia de estos anticuerpos es un mero epifenémeno
relacionado con la destrucciéon neuronal.

El trabajo 1 y 2 muestran que los Ac-GAD estin asociados a una sequnda enfermedad

neuroldgica no descrita previamente, una ataxia cerebelosa de inicio en la edad adulta en un

contexto de autoinmunidad organo-especifica similar a la del SPR, y Ia ausencia de estos

anticuerpos en otras enfermedades neurologicas degenerativas en las que no coexisten signos de

autoinmunidad, apesar de la existencia de destrucciéon o disfunciéon GABA-érgica,.
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En el trabajo 1 se pone de manifiesto que un mecanismo autoinmunitario puede estar
implicado en la patogenia de ciertos casos de ataxias cerebelosas aparentemente degenerativas, y

que el GAD puede ser uno de los principales antigeno diana de la reaccién inmune.

Se trataba de 3 pacientes mujeres con una edad media de 64 afios, con un sindrome
cerebeloso aisalado de caracteristicas crénicas en dos, similar en su evolucién clinica y
radiolégica al de las ataxias cerebelosas de inicio en la edad adulta, y subagudo en el
tercero, similar en la presentacién a la degeneracién‘cerebelosa paraneoplasica.. Las tres
pacientes tenian una historia familiar de diabetes mellitus insulino-dependiente
(DMID), todas presentaban una DMID de inicio en la edad adulta, asociaban otras
enfermedades autoinmunes organo-especificas, y presentaban un genotipo HLA que se
asocia a la susceptibilidad para desarrollar trastornos autoinmunes. Una de las pacientes
desarroll6 en su evolucién epilepsia, una asociacién descrita en un 10% de los pacientes
con SPR. Las tres presentaban un titulo alto de Ac-GAD tanto en suero como en el
liquido cefalorraquideo, una sintesis intratecal especifica de AC-GAD y bandas
oligoclonales de IGg, un perfil clinico e inmunolégico similar al observado en los
pacientes con SPR y Ac-GAD. Que el titulo de Ac-GAD de estas pacientes fuera tan
elevado y muy superior al de los pacientes con DMID sin enfermedad neurolégica, y la
existencia de una sintesis intratecal de Ac-GAD en el liquido cefalorraquideo, hace poco
probable que la presencia de estos anticuerpos estuviera relacionado con el hecho de
que fueran diabéticas. La ausencia de Ac-GAD en otros pacientes con ataxia cerebelosa

sin el mismo contexto de autoinmunidad sugiere que estos anticuerpos no son
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producidos como consecuencia de la destruccién de las neuronas Gaba-érgicas por otras
causas. Si bién el GAD es un antigeno intracitoplasmatico, estudios experimentales han
demostrado que las células de Purkinje pueden absorber IgG del liquido
cefalorraquideo. Teoricamente se podria pensar que los Ac-GAD presentes a altos titulos
en el liquido cefalorraquideo puden ser internalizados por las células de Purkinje in
vivo, interactuar con el GAD y causar su disfuncién neuronal. Una explicacién
alternativa es que el alto titulo de Ac-GAD de estos pacientes es el reflejo de su
predisposicién a una autoinmunidad multiantigénica. Todo ello concordante con la
hipétesis principal de trabajo. Independientemente de si el GAD es la clave antigénica,
el perfil inmunolégico de estos pacientes sugiere que la probable patogenia del trastorno
cerebeloso es de origen inmunitario.

En el trabajo 2 se muestra la ufilidad diagndstica de los Ac-GAD en el SPR pues

permiten identificar a pacientes con SPR que no prodrian ser diagnosticados con

seguridad mediante los criterios clinicos actuales, y se sugiere que el espectro clinico del

SPR puede ser mas amplio que el establecido por los criterios diagndsticos.

En este trabajo se estudi6 a cinco pacientes con sospecha clinica de SPR para ver si
cumplian con los criterios diagnésticos establecidos, y se comparé la presencia y el titulo
de Ac-GAD con el de 49 pacientes diabéticos, 322 pacientes con otras enfermedades
neurolégicas, y 91 sujetos sanos. Tres pacientes cumplian con los criterios clinicos
aceptados (SPR tipico), y la presencia de Ac-GAD en ellos corraboraba el valor positivo

de estos anticuerpos en el diagnéstico del sindrome. Sin embargo, los criterios aunque
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muy especificos no parecian ser muy sensibles puesto que no fueron cumplidos por dos
de los pacientes. La ausencia de afectacién axial con un cuadro limitado a una
extremidad inferior, en un caso, era una forma de presentacién no descrita previamente.
La forma de inicio aguda, en otro caso, la expresion clinica localizada y su relacién
temporal con una herida local que motivé un diagnéstico de presuncién inicial de
tétanos, con un curso rapidamente progresivo y la afectacién predominante, y distal, de
las extremidades inferiores, conformaban los casos de SPR atipicos. Sin embargo todos
los pacientes presentaban Ac-GAD con un titulo muy superior al de los pacientes con
DMID, todos presentaban otros autoanticuerpos organo-especificos, y excepto uno
tenfan otras enfermedades autoinmunes. Es decir, los cinco pacientes presentaban el
conjunto de caracteristicas asociadas al SPR que han sugerido la hipotesis autoinmune
de su patogenia. Mientras que los Ac-GAD estaban ausentes en los pacientes con otras
enfermedades neurodegenerativas sin ese contexto de autoinmunidad y en los sujetos
sanos.

En el trabajo 3 se confirma que el espectro clinico del SPR es mds amplio que el sugerido

por los criterios clinicos establecidos. Asi, se describe una forma clinica no_reconocida

previamente, el sindrome de la pierna-rigida como forma focal del sindrome de la

persona-rigida.

Brown et al® habian descrito cuatro pacientes con rigidez y espasmos dolorosos
que afectaban a una o ambas piernas sin afectacién de la musculatura axial. Dos de los

pacientes presentaban evidencia clinica o serolégica de autoinmunidad organo-
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especifica, pero ninguno Ac-GAD. Los autores acufiaron el término de sindrome de la
pierna-rigida para definir el cuadro clinico de estos pacientes, separando esta entidad
del SPR. En nuestro trabajo, ponemos de manifiesto la dificultad que existe para poder
diagnosticar a un paciente que presenta un cuadro clinico atipico o que no llega nunca a
desarrollar el sindrome completo, cuando el diagnéstico sélo se puede establecer
mediante criterios clinicos, y argumentamos porqué esta forma clinica es una forma
focal de SPR. Asi, se describe a dos pacientes con un cuadro clinico similar, de inicio
insidioso y curso lentamente progresivo, caracterizado por rigidez, espasmos, y postura
anémala de una pierna que no se extendi6 a la otra pierna ni al tronco a pesar de la
presencia de sintomas durante mas de 11 anos. En ambos pacientes coexistian
manifestaciones clinicas y serolégicas de autoinmunidad organo-especifica, un elevado
titulo de Ac-GAD, y un patrén electromiografico de actividad continua de unidades
motoras con unos reflejos exteroceptivos anormalmente aumentados. En conclusién,
nuestro trabajo refuerza la necesidad de redefinir los criterios diagnésticos del SPR, y
proponemos el término de SPR focal para definir aquellos pacientes que cumplen con
los criterios de SPR excepto por la distribucién de la musculatura afecta. La deteccién de
Ac-GAD en estos pacientes soporta el diagnéstico de estas formas clinicas.

En el trabajo 4 de nuevo se sugiere que el espectro clinico, y también patolégico, del SPR

puede ser mds amplio de lo esperado, y que al menos en ciertos casos de sindrome de la

persona-rigida v encefalomielitis progresiva con rigidez puede subyacer el mismo

proceso patolégico.
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Este trabajo ilustra la dificultad que existe en ocasiones en diferenciar entre casos
de sindrome de persona-rigida (SPR) y encefalomielitis progresiva con rigidez (EMPR).
Esta ultima caracterizada por un curso subagudo y rapidamente progresivo, con
alteraciones clinicas atipicas para el SPR como la rigidez prominente de extremidades,
disfuncién troncoencefalica, trastornos autonémicos, | pleocitosis del liquido
cefalorraquideo (LCR), y la presencia de pérdida neuronal e infiltrados inflamatorios
perivasculares en la necropsia.? En el trabajo se describe a un paciente con un cuadro
clinico atipico de SPR en su incio, que desarrolla el cuadro clinico caracteristico en su
evolucién pero con un curso rapidamente progresivo, similar al observado en la EMPR,
que le lleva a su fallecimiento en 8 meses. No obstante, el paciente presentaba Ac-GAD
en suero y liquido cefalorraquideo (LCR), manisfestaciones clinicas y serolégicas de
autoinmunidad organo-especifica, y la presencia de bandas oligoclonales de IgG en el
LCR. El estudio patolégico mostr6é una pérdida de neuronas del asta anterior, junto a
neuronas vacuoladas, proliferacién astrogial y microglial, en la médula lumbar, y la
ausencia de infiltrado inflamatorio. Es decir unos hallazgos similares a los descritos en la
EMPRR, y a un paciente con SPR asociado a Ac-GAD, pero sin el infiltrado inflamatorio
caracteristico. Este trabajo sugiere que en algunos casos de SPR y EMPR puede subyacer
el mismo proceso patolégico, y refuerza la importancia de definir claramente el espectro

clinico del SPR.
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En el trabajo 5 se destaca que la deteccion de los anticuerpos anti-anfifising ayudan a

definir el origen paraneopldsico de un sindrome neurologico particular y permiten dirigir la

buasqueda hacia un cancer de mama o un carcinoma de pulmoén de células pequenas.

En este trabjo se estudi6 la frecuencia de anticuerpos anti-anfifisina (Ac-AF) en
pacientes con cuadros paraneoplasicos diferentes al sindrome de la persona-rigida, para
ver si se relacionaban con algin tipo de cuadro neurolégico o tumor particular. El
principal hallazgo fue que la frecuencia de estos anticuerpos en pacientes con trastornos
neurolégicos paraneoplasicos y carcinoma de pulmén de celilas pequefias era baja, 7
pacientes, (2,9%) y no significativamente diferente a la de pacientes con carcinoma de
pulmon pero sin afectacion neurolégica, 2 pacientes, (1,4% )- En cuatro de los 7 pacientes
con Ac-AF coexistian anticuerpos anti-Hu, y el cuadro neurolégico correspondia a una
encefalomielitis/neuropatia  sensitiva (5 pacientes), degeneracién cerebelosa
paraneoplésica (1) y opsoclonus (1). Todos los pacientes, incluidos los que no asociaban
cuadro neuroldgico, reaccionaban con el C-terminal de la anfifisina, el mismo patrén
descrito que en los pacientes con SPR paraneoplésico asociado a Ac-AF.

En conclusién, los anticuerpos anti-anfifisina estdn presentes en algunos pacientes
con trastornos neurolégicos paraneoplasicos y carcinoma de pulmén de células
pequefias. Aunque su frecuencia es baja, su deteccién permite adscribir el cuadro
neurolégico como paraneoplasico y dirigir la basqueda hacia un cancer de pulmén de

células pequeiias o de mama.
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V. CONCLUSIONES

52



ESPECIRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

De los trabajos presentados se puden extraer las siguientes conclusiones:

1. La autoinmunidad GAD no s6lo se relaciona con el sindrome de la persona-rigida si
no también con una ataxia cerebelosa asociada a una autoinmunidad organo-especifica

similar a la que presentan los pacientes con sindrome de la persona-rigida.

2.. El espectro clinico de los pacientes con sindrome de la persona-rigida es mas amplio
que el establecido por los criterios diagnésticos. Los Ac anti-GAD permiten identificar a
pacientes que no podrian ser diagnésticados con seguridad mediante los criterios

actuales.

3. La ausencia de Ac-GAD en pacientes con enfermedades neurodegenerativas y
destruccion de neuronas GABA-érgicas permite establecer que los Ac anti-GAD no son

un epifenémeno relacionado con la destruccién celular.

4. La incidencia de anticuerpos anti-anfifisina en pacientes con sindromes
paraneoplasicos es baja. Sin embargo, su deteccién ayuda a establecer que el cuadro
clinico neurolégico es paraneoplasico y permite dirigir la biisqueda hacia un cancer de

pulmén de células pequefias o un cancer de mama.

53



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

VI. BIBLIOGRAFIA

54



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

Lernmark A. Glutamic acid decarboxylase. Gene to antigen disease. Journal of

Internal Medicine 1996;240:259-277.

Solimena M, Folli F, Denis-Donini S, et al. Autoantibodies to glutamic acid

decarboxylase in a patient with stiff-man syndrome, epilepsy and type I diabetes

mellitus. N Engl Med 1988;318:1012.

Solimena M, Folli F, Aparisi R, Pozza G, De Camilli P. Autoantibodies to GABA-

ergic neurons and pancreatic beta cells in stiff-man syndrome. N Engl J Med

1990;322:1555.

Baekkeshov S, Aanstoot HJ, Christgau S, et al. Identification of the 64 kD

autoantigen in insulin-dependent diabetes as the GABA-synthesizing enzyme

glutamic acid decarboxylase. Nature 1990;347:151.

Solimena M, De Camilli P. Autoimmunity to glutamic acid decarboxylase (GAD)

in stiff-man syndrome and insulin-dependent diabetes mellitus. Trends Neurosci

1991;14:452.

Seissler J, Amann J, Mauch L, et al. Prevalence of autoantibodies to the 65 and 67

kD isoforms of glutamate decarboxylase in insulin-dependent diabetes mellitus. J

Clin Invest 1993;92:1394.

Honnorat J, Trouillas P, Thivolet C, Aguera M, Belin MF. Autoantibodies to

glutamate decarboxylase in a patient with cerebellar cortical atrophy, peripheral

neuropathy, and slow eye movements. Arch Neurol 1995;52:462.

55



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-

GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Grimaldi LME, Martino G, Braghi S, et al. Heterogeneity of autoantibodies in
stiff-man syndrome. Ann Neurol 1993;34:57-64.

Nemni R, Braghi S, Natali-Sora MG, et al. Autoantibodies to glutamic acid
decarboxylase in palatal myoclonus and epilepsy. Ann Neurol 1994;36:665.
Kaufman DL, Houser CR, Tobin AJ. Two forma of the gamma-aminobutyric acid
synthetic enzyme glutamate decarboxylase have distinct intraneuronal
distributions and cofactor interactions. ] Neurochem 1991,56:720-723.

Li L, Jiang J, Hagopian WA, et al. Differential detection of rat islet and brain
glutamic acid decarboxylase (GAD) isoforms with sequence-specific peptide
antibodies. ] Histochem Cytochem 1995;43:53-59.

Ellis TM, Atkinson MA. The clinical significance of an autoimmune response
against glutamic acid decarboxylase. Nature Medicine 1996;2:148-153.
Tuomilehto J, Tuomilehto-Wolf E, Zimmet P, Mackay I, Rowley M. Antibodies to
glutamic acid decarboxylase as predictors of insulin-dependent diabetes mellitus
before clinical onset of disease. Lancet 1994;343:1383.

Tisch R, Yang XD, Singer S, et al. Immune response to glutamic acid
decarboxylase correlates with insulitis in non-obese diabetic mice. Nature
1993;366:72.

Atkinson MA, Kaufman DL, Campbell L, et al. Response of peripheral-blood
mononuclear cells to glutamate decarboxylase in insulin-dependent diabetes.

Lancet 1992;339:458.

56



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

16.

17.

18.

19.

20.

21.

24,

humoral and cellular immunity to glutamic acid decarboxylase in subjects at risk

of insulin-dependent diabetes. Lancet 1993;341:1365.

spasms ("stiff-man" syndrome): report of a case and some observations in 13

other cases. Mayo Clin Proc 1956;31:421-427.

Disorders 1991;6:12-20.

Am ] Med 1967;42:582-599.

pathophysiological aspects from abnormal exteroceptive reflexes and the

response to clomipramine, clonidine, and tizanidine. J Neurol Neurosurg

Psychiatry 1984;47:280-287.

Clin Proc 1989;64:629.

1979;42:988-994.

Thompson PD. Stiff people. En: Marsden CD, Fahn S, editores. Movement

Disorders 3. Oxford: Butterworth-Heinemann, 1994;373-405.

McEvoy KM. Stiff-man syndrome. Mayo Clin Proc 1991;66:300-304.

57

Harrison LC, Honeyman MC, De Aizpurua HJ, et al. Inverse relation between

Moersch FP, Woltman HW. Progressive fluctuating muscular rigidity and

Blum P, Jankovic J. Stiff-Person syndrome: an autoimune disease. Movement

Gordon EE, Januszko DM, Kaufman L. A critical survey of stiff-man syndrome.

Meinck HM, Ricker K, Conrad B. The stiff-man syndrome: new

Lorish TR, Thorsteinsson G, Howard FM. Stiff-man syndrome updated. Mayo

Isaacs H. Stiff man syndrome in a black girl. ] Neurol Neurosurg Psychiatry



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-

GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Henningsen P, Clement U, Kiichenhoff ], Simon F, Meinck HM. Psychological
factors in the diagnosis and pathogenesis of stiff-man syndrome. Neurology
1996;47:38-42.

Requena 1, Arias M, Pardo J, Portela M, Alvarez JA. Sindromes de actividad
muscular continua: presentacién de un caso central (stiff-man) y uno periférico
(neuromiotonia) asociado a neuroborreliosis. Rev Neurol (Barc) 1995;23 (119):129-
133.

Mitsumoto H, Schwartzman MJ, Estes ML, et al. Sudden death and paroxysmal
autonomic dysfunction in stiff-man syndrome. ] Neurol 1991;238:91-96.

Meinck HM, Ricker K, Hiilser PJ, Schmid E, Peiffer J, Solimena M. Stiff man
syndrome: clinical and laboratory findings in eight patients. J Neurol
1994;241:157-166.

Meinck HM, Ricker K, Hiilser PJ, Solimena M. Stiff man syndrome
neurophysiological findings in eigth patients. ] Neurol 1995;242:134-142.
Whiteley AM, Swash M, Urich H. Progressive encephalomyelitis with rigidity.
Brain 1976;99:27-42.

Howell DA, Lees A]J, Toghill PJ. Spinal internuncial neurones in progressive
encephalomyelitis with rigidity. ] neurol Neurosurg Psychiatry 1979;42:773-785.
Campbell AMG, Garland H. Subacute myoclonic spinal neuronitis. J neurol

Neurosurg Psychiatry 1956;19:268-274.

58



ESPECIRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-

GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

33.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Martinelli P, Pazzaglia P, Montagna P, et al. Stiff-man syndrome associated with
nocturnal myoclonus and epilpsy. ] Neurol Neurosurg Psychiatry 1978;41:458-
462.

Trethowan WH, Allsop JL, Turner B. The stiffman syndrome. Arch Neurol
1960;3:114-122.

Nakamura N, Fujiya S, Yahara O, Fujioka Y, Kawakami Y. Stiff-man syndrome
with spinal cord lesion. Clin Neuropathol 1986;5:40-46.

Armon C, Swanson JW, McLean JM, et al. Subacute encephalomyelitis presenting
as stiff-person syndrome: clinical, polygraphic, and pathologic correlations.
Movement disorders 1996;6:701-709.

Kasperek S, Zebrowski S. Stiff-man syndrome and encephalomyelitis: report of a
case. Arch Neurol 1971;24:22-30.

Howard FM. A new and effective drug in the treatment of stiff-man syndrome.
Mayo Clin Proc 1963;38:203-212.

Piccolo G, Cosi V, Zandrini C, Moglia A. Steroid-responsive and dependent stiff-
man syndrome a clinical and electrophysiological study of two cases. Ital J
Neurol Sci 1988;9:559-566.

Brashear HR, Phillips LH. Autoantibodies to GABA ergic neurons and response
to plasmapheresis in stiff-man syndrome. Neurology 1991;41:1588-1592.

Vicari AM, Folli F, Pozza G, et al. Plasmapheresis in the treatment of stiff-man

syndrome. N Engl ] Med 1989;320:1499.

59



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-

GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Gordon MF, Pullman SL. Plasmapheresis in the treatment of stiff-man syndrome.
Neurol 1991;41 (suppl 1):223.

Harding AE, Thompson PD, Kocen RS et al. Plasma exchange and
immunosuppression in stif-man syndrome (letter). Lancet 1989;2:915.

Karlson EW, Sudarsky L, Ruderman E, Pierson S, Scott M, Helfgott
M. Treatment of stiff-man syndrome with intravenous immune globulin. Arthr
Rheum 1994;37:915-918.

Seitz RJ, Blank B, Kiwit JCW, Benecke R. Stiff-person syndrome with anti-
glutamic acid decarboxylase autoantibodies: complete remission of symtoms
after intrathecal baclofen administration. ] Neurol 1995;242:618.

Prevett MC, Brown P, Duncan JS. Improvement of stiffman  syndrome with
vigabatrin. Neurology 1997;48:1133-34.

Tasker JG, Dudek FE. Electrophysiology of GABA-mediated synaptic
transmission and possible roles in epilepsy. Neurochem Res 1991;16:251-262.
Young W. The stiff-man syndrome. Br ] Med Pract 1966;20:507-510.

Bosi E, Vicari A, Comi G, et al. Association of stiff-man syndrome and type I
diabetes with islet cells and other autoantibodies. Arch Neurol 1988;45:246-247.
Butler MH, Solimena M, Dirkx R, Hayday A, De Camilli P. Identification of a
dominant epitope of Glutamic acid decarboxylase (GAD-65) recognized by

autoantibodies in Stiff-man syndrome. J Exp Med 1993;178:2097.

60



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-

GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

51.

52.

53.

55.

56.

57.

Kim J, Namchuk M, Bugawan T, et al. Higher autoantibody levels and
recognition of a linear NH, -terminal epitope in the autoantigen GAD 65,
distinguish stiff-man syndrome from insulin-dependent diabetes mellitus. ] Exp
Med 1994;180:595.

Daw K, Ujihara N, Atkinson M, Powers AC. Glutamic acid decarboxylase
autoantibodies in stiff-man syndrome and insulin-dpendent diabetes mellitus
exhibit similarities and differences in epitope recognition. The Journal of
Immunology 1996;156:818-825.

Folli F, Solimena M, Cofiell R, et al. Autoantibodies to a 128-kD synaptic protein
in three women with the stiff-man syndrome and breast cancer. N Engl ] Med
1993;328:546-51.

Soliven BC, Lange DJ, Penn AS, et al. Seronegative myasthenia gravis. Neurology
1988;38:514-517.

Van Noorden S, Polak JM. Immunocitochemistry today techniques and practice.
En: Polak JM, Van Noorden S, editores. Immunocytochemistry practical
application in pathology and biology. Bristol: Wright 1983:11-42.

De Camilli P, Thomas A, Cofiell R, et al. The synaptic  vesicle-associated
protein amphiphysin is the 128-kD autoantigen of stiff-man
syndrome with breastcancer.]  Exp Med 1993;178:2219-2223.

David C, Solimena M, De Camilli P. Autoimmunity in stiff-man syndrome with

breast cancer is targeted to the C-terminal region of human amphiphysin, a

61l



ESPECTRO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS ASOCIADAS A ANTICUERPOS ANTI-
GLUTAMATO DECARBOXILASA (GAD)

protein similar to the yeast proteins Rvs167 and Rvs161. FEBS Lett 1994;351:73-
79.

58.  Dropcho EJ. Antiamphiphysin antibodies with small-cell lung carcinoma and
paraneoplastic encephalomyelitis. Ann Neurol 1996;39:659-667.

59.  Brown P, Rothwell JC, Marsden CD. The stiff leg syndrome. J Neurol Neurosurg

Psychiatry 1997;62:31-37.

62



Journal of Neurology

Official Journat DARMSTADT

of the European Neurological Society

Springer

Professor J.VAN GIJN
5’ Joint Chief Editor

- Utrecht, March li, 1999 University Department of Neurology

University Hospital of Utrecht
P.O. Box 85500
NL-3508 GA Utrecht, The Netherlands

Fax (+31}30-2542100
Phone  (+31) 302507975
email  j.vangijn@neuro.azu.nl

F. Graus, MD

Servei de Neurologia
Hospital Clinic. Villaroel 170
Barcelona 08036 Spain

Ms: 98-G159
Stiff-man syndrome with vacuolar degeneration of anterior horn motorneurons

Dear Dr. Graus,

Thank you for submitting a revised version of the above manuscript, with the covering
letter in which you detailed the changes that have been made. I have read through
both documents and conclude that you have adequately responded to the reviewers’
comments.

I am happy to tell you that your article has now been accepted for publication as a
Letter to the Editors (please note that this means we shall not include the Abstract)
in the Journal of Neurology.

Your manuscript has been forwarded to the Technical Editor. He will review your
text with special attention for clarity, consistency and style; if necessary he will make
appropriate changes.

You will receive page proofs within 3-6 months. Please make sure that these are
promptly dealt with, even if you are absent. Thank you again for submitting your
work to the Journal of Neurology.

Yours sincerely,

7

J. van Gijn MD FRCPE
Co-Chief Editor
Journal of Neurology



