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Noéroimmunolojik Testler

* Onemi
* Cocukluk caginda noroimmiunolojik hastalik sikligi artiyor

Erken tani ve tedavi =2 prognoz icin belirleyici

Uygun 6rnek ve metod secimi tani acisindan kritik 6neme sahip

Testlerin zamanlamasi ve dogru yorumlanmasi 6nemli

Bazi testler hastaligin siddeti ve prognozu ile iliskili
* Tedavi ve takip planlarina etkili



Noéroimmunolojik Testler

 Laboratuar Temelli Testler
e BOS tetkikleri

Hlcre sayimi, protein ve glukoz
OKB, 1gG indeksi, kappa serbest hafif

zincir

Antikor analizleri

Sitokin panelleri
Paraneoplastik paneller
Molekuler ve genetik testler

 Serum tetkikleri
e Antikor analizleri

Sitokin panelleri
Paraneoplastik paneller
Molekuler ve genetik testler

 Elektrofizyolojik Testler
 Sinir iletim calismalari
* Elektromiyografi

* Repetetif sinir stimulasyonu, tek lif
EMG

e Uyarilmis potansiyeller
* VEP, MEP, SEP

* Otonomik testler
* Tilt testi, sempatik deri yaniti testi

* Radyolojik Tetkikler
 MRG, BT, MRS
e Optik koherens tomografi
 PET



Anti-Aquaporin 4 Antikor



Anti-Aquaporin 4 Antikor

* Aquaporin-4 (AQP4)
e Santral sinir sisteminde su homeostazini dizenleyen bir kanal

* Ozellikle astrositlerin ayak uzantilarinda, kan-beyin bariyeri yakininda yogun
olarak bulunur.

* AQP4'e karsi gelisen 1gG tipi otoantikorlar (Anti-AQP4-I1gG)

* Astrositleri hedef alan bir otoimmun hastalik olan noromiyelitis optika
spektrum bozuklugu (NMOSB) ile iliskilidir.

 AQP4 IgM ve/veya AQP4 IgA pozitiflikleri (AQP4 IgG negatifken)
* Klinik 8nemleri net degil.
» Seropozitif NMOSB tanisi koymak icin yeterli degil

Cacciaguerra L, et al. Neurol Clin. 2024



AQP4+NMOSD

| AQP4-gG |

-

X .'i Neutrophils
. “| Eosinophils

{ Blood-brain barrier Ii { Complement |

interlokin-6, B hiicrelerinin AQP4 1gG salgilayan plazmablastlara farklilasmasini destekler
AQP4-1gG'ler kan dolasimina ulasir ve kan-beyin bariyerini gecer

AQP4-1gG'ler astrositler lizerindeki AQP4’lere baglanir=> Klasik yol Gizerinden kompleman
kaskadini aktive eder=»astrosit hasarina yol acar

Kompleman aktivasyonu sonrasi anafilatoksinler salinir=» granilositler toplanir=» néron

ve oligodendrosit hasarina neden olur
Cacciaguerra L, et al. Neurol Clin. 2024




Anti-Aquaporin 4 Antikor

EGFP-AQP4 Anti human IgG - Alexa Fluor Merged

* Metodoloji

* Hiicre Bazli Assay (CBA)
e Altin standart

* insan AQP4 proteinini eksprese eden transfekte
hiicreler (siklikla HEK293) kullanilir.

e Hastanin serumundaki Anti-AQP4 antikorlari bu
hicrelere baglanir ve floresan isaretli ikincil
antikorlarla tespit edilir.

* Avantajlar:
* Yiksek spesifite (>%99) ve sensitivite

NMO IgG
positive serum1

NMO I1gG
positive serum2|

8 Healthy control
serum

Redenbaugh V, et al. Mult Scler J Exp Transl Clin. 2021
Pandit L, et al. J Neuroimmunol. 2021



Anti-Aquaporin 4 Antikor

EGFP-AQP4 Anti human IgG - Alexa Fluor Merged

* Hucre Bazli Assay: Canli mi, Fikse mi?
e Canli Hucre Bazli Assay

* Yontem: Hedef antijen canh hiicre ylizeyinde ifade
edilir.

NMO IgG
positive serum1l

* Avantajlari:

NMO 1gG
positive serum2|

* Antikorlarin dogal (konformasyonel) yapidaki
antijenlere baglanmasini saglar

e Daha ylksek sensitivite ve spesifiteye sahiptir
e Altin standart kabul edilir.

* Dezavantajlar:

8 Healthy control
serum

* Teknik olarak daha zordur (canh hicre kilttr
gerekir).

* Maliyeti ylksektir ve 6zel laboratuvarlarda calisilir.

Redenbaugh V, et al. Mult Scler J Exp Transl Clin. 2021
Pandit L, et al. J Neuroimmunol. 2021



Anti-Aquaporin 4 Antikor

EGFP-AQP4 Anti human IgG - Alexa Fluor Merged

* Hucre Bazli Assay: Canli mi, Fikse mi?

* Fikse Hiicre Bazli Assay

* Yontem: Antijen ifade eden hiicreler kimyasal
olarak sabitlenir ve dondurularak saklanabilir

* Avantajlari:
* Daha pratik ve stabildir (canli hiicre gerektirmez)

NMO IgG
positive serum1l

NMO IgG
positive serum?2|

 Ticari kitlerle standart laboratuvarlarda calisilabilir
* Maliyeti daha uygun ve tetkik siiresi daha kisa

* Dezavantajlar:

* Fiksasyon, antijenlerin dogal yapisini hafif
degistirebilir, yanhs negatif sonug riski yaratabilir.

e Canli CBA'ya gore biraz daha dusiik
sensitivite gosterebilir

8 Healthy control
serum

Redenbaugh V, et al. Mult Scler J Exp Transl Clin. 2021
Pandit L, et al. J Neuroimmunol. 2021



Anti-Aquaporin 4 Antikor

Canli mi yoksa fikse mi hiicre bazh assay tercih edilmeli?

. " . Rand ized C I Trial >J N I N P hi . 2016 Sep;87(9):1005-15.
> Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm. 2014 May 22;1(1):e11. doi: 10.1212/NXI.0000000000000011. andomizedicontoliedina G i ke e R
g doi: 10.1136/jnnp-2015-312601. Epub 2016 Apr 25.
eCollection 2014 Jun.

) ] .. Multicentre comparison of a diagnostic assay:
AQP4 autoantibody assay Performance in clinical aquaporin—4 antibodies in neuromyelitis optica

laboratory service

Patrick Waters ', Markus Reind| 2, Albert Saiz 3, Kathrin Schanda 2, Friederike Tuller 2,
Vlastimil Kral 4, Petra Nytrova °, Ondrej Sobek ©, Helle Hvilsted Nielsen 7, Torben Barington 7,

J P Fryer 11 V A Lennon 1, S J Pittock ! , S M Jenkins 1 , P Fallier-Becker 1 , S L Clardy T E Horta 1, Seren T Lillevang 7, Zsolt llles &, Kristin Rentzsch 2, Achim Berthele '°, Timea Berki 7,

E A Jedynak 1’ C F Lucchinetti 1/ E A Shuster 1[ B G Weinshenker 1/ D M Wingerchuk 1, A McKeon ! Letizia Granieri 2, Antonio Bertolotto 2, Bruno Giometto '3, Luigi Zuliani ', Dérte Hamann 4,
E Daniélle van Pelt '>, Rogier Hintzen '°, Romana Héftberger '8, Carme Costa 17,

Affiliations + expand Manuel Comabella 7, Xavier Montalban 7, Mar Tintoré 7, Aksel Siva '8, Ayse Altintas 18,

PMID: 25340055 PMCID: PMC4202686 DO 10.1212/NX1.0000000000000011 ey Mol vyt Ry S L s A

Hans-Peter Hartung 21 Orhan Aktas 2, Sven Jarius 22, Brigitte Wildemann 22 Christian Vedeler 23,

Anne Ruiz 24, M Isabel Leite 1, Peter Trillenberg 25 Monika Probst 28, Sandra Saschenbrecker 2,

Angela Vincent ', Romain Marignier 24

* Yapilan calismalar hastalik tanisinda canli ya da fikse hticre bazli assaylerin benzer tanisal
glice/oneme sahip olduklarini gbstermistir.



Anti-Aquaporin 4 Antikor

* Metodoloji

e ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) St
» Kantitatif veya yari-kantitatif olarak spesifik
protein-antikor etkilesimlerini saptar Bkl ’
 Rekombinant AQP4 proteinine baglanan IgG Xi??geén %Antlbody A
antikorlarini tespit eder capre -
e Daha az sensitiftir (%60-80) “&"

* Yalanci negatif ve yalanci pozitif riski sik

Y W // 4

* Diisuik maliyet ve hizli sonug¢ nedeniyle tarama
testi olarak kullanilabilir, ancak pozitif sonuglar
hiicre bazh assayler ile dogrulanmalidir.

Tampoia M, et al. Autoimmun Highlights. 2019
Jarius S, et al. J Neurol Sci. 2012



Anti-Aquaporin 4 Antikor

AQPA-TC

* Metodoloji

* indirekt immiinofloresan (lIF)

* Substrat olarak AQP4 eksprese eden hayvan \\ .
dokulari (or. sican sebellumu veya bébregi " AQPATC IR b 1C
gibi) kullanihr

* Ancak sensitivite ve spesifitesi diistiktir

 Tarama testi olarak kullanilabilir,
ancak pozitif sonuclar CBA ile
dogrulanmalidir

* Floresan paterninin degerlendirilmesi
subjektif yorumlara yol acabilir

Human serum
{(#) NMOsd

Human serum
(-) NMOsd

Garcia-Miranda P, et al. Int J Mol Sci. 2019
Wingerchuk DM, et al. Neurology. 2015



Anti-Aquaporin 4 Antikor

Sensitivite Disik (%50-70) Yiiksek (%80-95) Orta (%60-80)
Spesifite Orta (%80-90) Cok Yiiksek (>%99) Orta-Yiksek (%85-95)
Calisma siiresi 2—3 saat >24 saat 4—-6 saat

Maliyet Distk Yuksek Orta

NMOSB’li cocuklarda AQP4-1gG pozitifligi eriskinlere gore daha nadir ve daha
disuk spesifiteye sahiptir.

Wingerchuk DM, et al. Neurology. 2015



Anti-Aquaporin 4 Antikor

* Klinik Onem

* Pozitif Test:
* NMOSB tanisini destekler (Spesifite >%90)
 NMOSB’li tim hastalarin (cocuk ve eriskin) %70-80'inde pozitiftir (seropozitif NMOSB)
* NMOSB’li ¢ocuklarda ise anti-AQP4-IgG pozitifligi %40-50 civarinda

* Negatif Test:
* NMOSB tanisini dislanmaz=>» seronegatif NMOSB
* Alternatif tanilarin gozden gecirilmesi gerekir

* Yalanci Pozitiflik/Negatiflik:

* Dusuk titrede antikor dlizeyleri, teknik hatalar, yanhs érnek veya test secimi, bazi
enfeksiyoz ajanlar (EBV, enterovirilsler) veya otoimmun hastaliklar (SLE gibi) yanhs
sonuclara yol acabilir

Wingerchuk DM, et al. Neurology. 2015



Anti-Aquaporin 4 Antikor

* Beyin Omurilik Sivisi mi Serum mu?

* Serum = Ilk tercih edilen 6rnek
* AQP4-IgG'nin ¢ogu periferik lenfoid
dokularda uretilir
* Yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip

e Serum (-) ve BOS (+) AQP4-IgG
e Cok nadir

* Plazmaferez (PLEX) hemen sonra serum
ornegi alindiysa

e Serum incelemesinde teknik sorun varsa
(immunfloresan boyanma sorunlari)

* Bu durumda: Serum ve BOS'un yeni bir
test ile tekrarlanmasi oneriliyor.

> Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm. 2016 Apr 20;3(3):e231. doi: 10.1212/NX1.0000000000000231.
eCollection 2016 Jun.

Clinical utility of testing AQP4-1gG in CSF: Guidance
for physicians
Masoud Majed T James P Fryer T Andrew McKeon ', Vanda A Lennon ', Sean J Pittock !

Affiliations + expand
PMID: 27144221 PMCID: PMC4841640 DOI: 10.1212/NX1.0000000000000231

Review > J Neurol. 2023 Jul;270(7):3341-3368. doi: 10.1007/s00415-023-11634-0.
Epub 2023 Apr 6.

Update on the diagnosis and treatment of
neuromyelits optica spectrum disorders (NMOSD) -
revised recommendations of the Neuromyelitis
Optica Study Group (NEMOS). Part I: Diagnosis and
differential diagnosis

Sven Jarius ', Orhan Aktas 2, llya Ayzenberg 3, Judith Bellmann-Strobl 4 5 © 7 Achim Berthele 8,
Katrin Giglhuber &, Vivien HauBler 2, Joachim Havla 1© 11, Kerstin Hellwig 3, Martin W Himmert 12,
Ingo Kleiter 3 13, Luisa Klotz 4, Markus Krumbholz 5 16 17 Tania Kumpfel 1°,

Friedemann Paul 4 3 © 7, Marius Ringelstein 2 '8 Klemens Ruprecht 4, Makbule Senel 12,

Jan-Patrick Stellmann 2 20 21 Florian Then Bergh 22, Hayrettin Tumani 19, Brigitte Wildemann 23,
Corinna Trebst 24; Neuromyelitis Optica Study Group (NEMOS)



Anti-Aquaporin 4 Antikor

Serum AQP4-IgG titresi hastaligin siddeti veya klinik prognoz ile iliskili mi?

> Front Neurol. 2021 Oct 20:12:746959. doi: 10.3389/fneur.2021.746959. eCollection 2021. > ) Neurol. 2024 Jul;271(7):4503-4512. doi: 10.1007/s00415-024-12382-5. Epub 2024 May 4.
Serum Aquaporin 4-Immunoglobulin G Titer and Correlation between severe attacks and serum
Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder Activity and aquaporin-4 antibody titer in neuromyelitis optica
Severity: A Systematic Review and Meta-Analysis spectrum disorder

JiaLiul 2, Guojun Tan 3 BinlLi3, Jingze Zhang 4 Ying Gao 12 Yuanbo Cao 3, Zhen Jia 3,

& Rui Wang 1, Dongren Sun ', Xiaofei Wang ', Ziyan Shi ', Lingyao Kong ', Qin Du 7, Ying Zhang ',

Kazuo Sugimoto Hongxi Chen 1, Wengin Luo ', Nana Zhang ', Hongyu Zhou 2

Affiliations + expand

PMID: 34744983 PMCID: PMC8565925 DOI: 10.3389/fneur.2021.746959 '

* Serum AQPA4-IgG titresi NMOSB'li hastalarda ¢ NMOSB'li hastalarda yiksek AQP4-IgG
hastalik aktivitesi ile iliskili degil ancak atak titrelerinin hastalik siddeti ve gorme engelliligi
sirasindaki hastalik siddetini gosterebilir. ile iliskili olabilecegi tespit edilmis.



Anti-Miyelin Oligodendrosit
Glikoprotein (MOG) Antikor



Anti-MOG Antikor

* Miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG)
e Santral sinir sisteminde oligodendrositler tarafindan eksprese edilir
* Miyelin kilifinin dis ylzeyinde bulunur

* Anti-MOG antikor iliskili hastaliklar
e Akut dissemine ensefalomiyelit (ADEM)
MOG antikor iliskili hastalik (MOGAD)
Noromiyelitis optika spektrum bozuklugu (NMOSB)
Tekrarlayan optik norit
Transvers miyelit
Meningoensefalit
Lokodistrofi benzeri hastalik

* Antikor diizeyine akut atak doneminde bakilmalidir, clinki remisyonda
antikor dizeylerinde siklikla dusts goraltr



Anti-MOG Antikor

|

MOGAD

B cell

D\

L —

Blood-brain barrier

MOG

] Complement
%J

Monocytes
Lympocytes

Astrocyte

Oligodendrocyte

interlokin-6, B hiicrelerinin MOG-IgG salgilayan plazmablastlara farklilasmasini arttirir

MOG-IgG'ler kan dolasimina ulasir ve kan beyin bariyerini gecer (ancak intratekal de iiretilebilir)
MOG-IgG'ler oligodendrositler tizerindeki MOG'a baglanir ve oligodendrosit hasarina yol agan klasik
yol araciligiyla kompleman kaskadini aktive eder
Lokal inflamasyon T hiicrelerini ve monositleri/makrofajlari aktive eder

MOG-IgG'lerin kan dolasimina geri donusul, hasar mekanizmasinin devamliligina katkida bulunur

Cacciaguerra L, et al. Neurol Clin. 2024



Anti-MOG Antikor

* Metodoloji

* Hic

re Bazli Assay (CBA)
Altin standart

Transfeksiyon-inkibasyon-deteksiyon
ve yorumlama

insan MOG proteinini ekslprese eden
;c(ral?sfelkte hicreler (siklikla HEK293)
ullanilir.

Hastanin serum ve/veya BOS'u ile
inktbe edilir.

Anti-MOG antikorlari bu hucrelere
baglanir ve floresan isaretli ikincil
antikorlarla veya flow sitometri
ile tespit edilir.

Avantaj:

* Yiiksek sensitivite ve spesifite
Dezavantaj:

* Pahali ve teknik olarak karmasik

CELL

HEK293

CHO
TE671
JURKAT
LN18

Hela

PLASMID/TAGGING

Unlabelled

EGFP-linked

Co-expressed DsRed

SERUM DILUTION

1:20

1:50

1:100
1:128
1:160
1:200
1:320
1:640

A

SECONDARY ANTIBODY

Anti-human IgG (H+L)
L\

Anti-human IgG Fc

Anti-human IgG1/ gamma chain

)

Antibody binding

READING
Flow Cytometry
Negative Sample Positive Sample
o' 1 '°‘T
) 1 m’i y
10"! |0‘i ),,"
0| m’i‘ ;P'

2] e A ! »P‘; o
104 ,.g:' " pigdes: w" WF

9o 1 2 g
10’ 10" 10° 10’ 10" 10° 10° 10’ 10’ 10" 10" 10' 10° 10°

Transfection marker (EGFP)

Immunofiuorescence Microscopy

Marchionatti A, et al. Neurol Sci. 2021

Kim Y, et al. Mult Scler Relat Disord. 2020



Anti-MOG Antikor

* Metodoloji
* ELISA

Yari kantitatif bir yontemdir.

Plaka kaplama-bloklama-inktibasyon-yikama-

ikincil antikor-sinyal degistirme

Hlcre bazl assaylerden daha hizli ve diisuik capur

maliyetli olmasi nedeniyle tarama testi olarak Y

kullanilabilir \V4 I
|

Streptavidin-HRP &y"
Complex TMB
0 6
Biotinylated
Detection R A
K Antibody j -
Target
Antigen J&
1 T Tl

RF, ANA ve bazi enfeksiyonlar: yalanci pozitiflik
Disuk ya da cok ylksek titreler: yalanci negatiflik

Pozitif ELISA testi hiicre bazli assay ile
dogrulanmali

Pacini G, et al. J Pept Sci. 2016



Anti-MOG Antikor

* Metodoloji
 Western Blot

MOG'un molekiler agirhigini
dogrulamak ve denatiire epitoplara karsi
antikorlari tespit etmek icin degerli

Dogrulama testi olarak kullanilabilir
Rekombinant insan MOG proteini kullanilr.

Jel elektroforezi-protein ayristirma-protein
transferi-inklibasyon-hedef proteinin tespiti

Spesifite yliksek ancak sensitivitesi dusiik

_ _ A
— = ¢ N
@Visualization @ Proteins detection

7\
| |

.

FH—-T1—F -
e ; - - -

@ Total proteins exctraction @Gel electrophoresis @ Separated proteins

Meftahi GH, et al. Biochem Mol Biol Educ. 2021

@ Blotting

J



[ ] [ ]
> Ann Neurol. 2024 Jul;96(1):34-45. doi: 10.1002/ana.26931. Epub 2024 Apr 9.
I ' I I Diagnostic Utility of MOG Antibody Testing in

Cerebrospinal Fluid
Vyanka Redenbaugh ' 2, James P Fryer 2, Laura Cacciaguerra ', John J Chen ' 3,
Tammy M Greenwood 3, Michael Gilligan ' 2 4, Smathorn Thakolwiboon ', Masoud Majed 7,

B H 0 .I.k S S ? Nicholas H Chia ', Andrew McKeon ' 2, John R Mills 2, A Sebastian Lopez Chiriboga °,

eyl n m u rl I IVISI ml eru m m u ° Jan-Mendelt Tillema ', Binxia Yang 2, Yahya Abdulrahman 2, Kai Guo 2, Nisa Vorasoot ' 2 6,
i 2

Cristina Valencia Sanchez 7, Deena A Tajfirouz ' 3, Michel Toledano ', Anastasia Zekeridou

Divyanshu Dubey ' 2, Grace Y Gombolay &, César Caparé-Zamalloa 2, llya Kister 10,

Sean J Pittock ' 2, Eoin P Flanagan 1 2

® The most widely read and highly cited )
Neurology" 2 frontiers

in Neurology

October 23, 2019 W) Check for updates
» Front Neurol. 2022 Jun 17;13:885218. doi: 10.3389/fneur.2022.885218 2

Relevance of antibodies to myelin oligodendrocyte

glycoprotein in CSF of seronegative cases Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein Antibody-Associated Disease
(MOGAD): A Review of Clinical and MRI Features, Diagnosis, and

@ VIEW EDITORIAL

Management

Sara Mariotto, MD, Alberto Gajofatto, MD, Lucia Batzu, MD, Rachele Delogu, MD, GianPietro Sechi, MD, Stefania Leoni, MD, Maria Immacolata

Pirastru, MD, ... SHOW ALL ..., and Sergio Ferrar, MD  AUTHORS INFO & AFFILIATIONS Elia Sechi 1, Laura Cacciaguerra 23, John J Chen 34, Sara Mariotto %, Giulia Fadda 6, Alessandro Dinoto 5, A

November 12, 2019 issue ¢ 93 (20) e1867-e1872  https://doi.org/10.1212/WNL.0000000000008479 Sebastian Lopez—Chiriboga_ 7’ Sean J Pittock 3,8’ Eoin P anjg.]n 3,8,

« BOS'ta anti-MOG IgG tespitinin yarari siipheli (ilk tercih: Serum)
e Serum ve BOS pozitifligi arasinda iyi bir korelasyon var
* BOS-pozitif hastalarin cogunda serum da pozitiftir
* Sadece klclk bir kisim hastada serum negatifken BOS-pozitif olabilir.

o ***MOGAD"I diisundiren klinik ve radyolojik 6zelliklere sahip ancak serum testinde negatif
veya dusik pozitif sonuc veren hastalarda BOS testi yapilmasi oneriliyor



Anti-MOG Antikor

Serum anti-MOG antikor titresi hastaligin siddeti veya klinik prognoz ile iliskili mi?

Multicenter Study > JAMA Neurol. 2020 Jan 1;77(1):82-93. doi: 10.1001/jamaneurol.2019.2940. Review > Eur J Paediatr Neurol. 2020 Nov:29:32-40. doi: 10.1016/j.ejpn.2020.10.007.
Epub 2020 Nov 4.

Serial Anti-Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein
Antibody Analyses and Outcomes in Children With
Demyelinating Syndromes

E.U. paediatric MOG consortium consensus: Part 4 -
Outcome of paediatric myelin oligodendrocyte

glycoprotein antibody-associated disorders
Patrick Waters ', Giulia Fadda 2, Mark Woodhall ', Julia O'Mahony 3, Robert A Brown 4,

Denise A Castro °, Giulia Longoni &, Sarosh R Irani ', Bo Sun ', E Ann Yeh ¢, Ruth Ann Marrie 7 &, Arlette L Bruijstens ', Markus Breu 2, Eva-Maria Wendel 3, Evangeline Wassmer 4, Ming Lim 3,
Douglas L Arnold 4 Brenda Banwell 2 19, Amit Bar-Or 2 4 9 10. Rinze F Neuteboom 6, Ronny Wickstrom 7. EU. paediatric MOG consortium; M Baumann, F Bartels,
Canadian Pediatric Demyelinating Disease Network C Finke, C Adamsbaum, Y Hacohen, K Rostasy

* ilk calismalar: Yiiksek anti-MOG antikor titrelerinin niksii &ngérebilecegini 6ne sirmis

* Son calismalar: Hastalarin yillarca seropozitif kalabilecegini ve niksetmeyebilecegini ve hatta
seronegatif hale gelen hastalarin bile takipte ntuksedebilecegini gostermistir

* Antikor titreleri, uzun sureli takipte engellilik sonuclariyla net bir korelasyon gostermemektedir

* Bu nedenlerle hastalarda anti-MOG antikor titre takibi onerilmiyor.



Oligoklonal Band



Oligoklonal Band

* Serum ve BOS orneklerinde 1gG tretimini karsilastirarak SSS’de
intratekal antikor sentezi varligini gésterir.

* OKB testi rutininde IgG tipi immunoglobulinler analiz edilir

 Ozel durumlarda IgM veya IgA OKB da arastirilabilir

* |gM OKB:
« Akut inflamasyonda (viral enfeksiyonlar, akut demyelinizasyonda pozitiflesebilir)
* Daha agresif hastalik seyri ve uzun vadeli daha koti prognozla iliskili olabilir

* |gA OKB:
* Norosfiliz ve immiun yetmezliklerde saptanabilir.
* |gM veya IgA OKB testleri: Standartize degillerdir ve klinikte sik kullaniimazlar

Willis MD, et al. Oligoclonal bands. Pract Neurol. 2024



Oligoklonal Band

Tip 1 patern:

« BOS ve serumda OKB yoktur (intratekal IgG sentezi
yok, normal patern)

Type 1 Type 2 Type 3 Type 4 Type 5
Tip 2 patern:

» Sadece BOS‘ta OKB'ler vardir (intratekal IgG sentezi I I

Va r Serum CSF Serum CSF Serum CSF Serum CSF Serum CSF

Tip 3 patern:
e Sadece BOS'a ait OKB'lerin yanisira BOS ve serumda
ayni bantlar vardir (intratekal IgG sentezi var)
Tip 4 patern:
* BOS ve serumda ayni OKB'ler vardir (intratekal IgG
sentezi yok)
Tip 5 patern:

* BOS ve serumda monoklonal bantlar var (intratekal
lgG sentezi yok, monoklonal gammopati)

Type 1 Type 2 Type 3 Type 4 Type 5

Willis MD, et al. Oligoclonal bands. Pract Neurol. 2024 e — P e e




Oligoklonal Band

* Hangi durumlarda pozitiflesebilir?

* Noroinflamatuar/Demyelinizan
Hastaliklar

* Multipl skleroz (%87-95)
 Klinik/radyolojik izole send. (%40-70)
« MOGAD (%12-43)
« NMOSB (%16-27)
« ADEM (%20-30)
* Inflamatuar polinéropati (%5-10)

Willis MD, et al. Oligoclonal bands. Pract Neurol. 2024
Cabrera CM. Adv Clin Chem. 2022

Positive OCBs (%) Type 1(%) Type 2 Type 3 Type 4

Type 5

Type 2/3—unpaired  Normal Unpaired Paired

Monoclonal

Primary neuroinflammatory
Multiple sclerosis

Clinically isolated syndrome
MOGAD

Neuromyelitis optica (AQP4 positive)

Systemic inflammatory with CNS
involvement

Neurosarcoidosis

SLE with CNS involvement

CNS vasculitis

Parenchymal neuro-Behcet's syndrome
CVST Behcet's syndrome

Sjogren’s syndrome with CNS
involvement

Autoimmune encephalitides
NMDAR

LG

CASPR2
GABA-B

GABA-A
AMPAR
IgLON5
GIyR
GAD
GFAP

12253
62
206
2685
23

57

150
177

82
196
57
36
4
38
10
19
24
19
29
62
163
24
39

68.6
35
123
126 673 18.7
16.4 7138 10.7 B

N
I\‘S

42
235

25

35
>50

ILDI

23-32
40
>50
23-32
37

28=30

>50




n= Positive OCBs (%) Type 1(%) Type 2 Type 3 Type 4 Type 5

Type 2/3—unpaired  Normal Unpaired Paired Monoclonal

Primary neuroinflammatory

° Multiple sclerosis 12253 _
O|l80k|0na| Band B —
Clinically isolated syndrome 2685 68.6
MOGAD 23 435
57 123
. .. . 150 126 67.3 18.7 -
* Hangi durumlarda pozitiflesebilir? TR me o7 .
.ystemlc Inflammatory wit!
* Otoimmiuin ensefalitler LD — =
* Anti-NMDAR ensefaliti (%35-79) I 7
61 _
* LGI1 (%5-19) SLE with CNS involvement 19 42
CNS vasculitis 17 23.5
* CASPRZ (%23-32) Parenchymal neuro-Behget's syndrome 74 10.8 - 10.8 - 10.8 _
* GABA-A ve B (%23-50) unione 2 [
. L. jogren's syndrome wit
* Anti GAD ensefaliti (>%50) i:vo'vemem -
utoimmune encephalitides
* GFAP astrositopatisi (%54-77) NVDAR p 82 3
* Sistemik inflamatuar/otoimmiin hast. e
* Norolupus (%42-65) = - '9_
e Sjogren sendromu (%25) i p e
* Norobehcet sendromu (%10-56) 19 550
 Norosarkoidoz (%3-40) o . =
Willis MD, et al. Oligoclonal bands. Pract Neurol. 2024 GlyR 62 -3
Cabrera CM. Adv Clin Chem. 2022 s B
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n= Positive OCBs (%) Type 1(%) Type 2 Type 3 Type 4 Type 5

Type 2/3—unpaired  Normal Unpaired Paired Monoclonal

Primary neuroinflammatory

° Multiple sclerosis 12253 _
O|l80k|0na| Band B —
Clinically isolated syndrome 2685 68.6
MOGAD 3 435
57 123
150 126 67.3 18.7 -
° 1 1+1 tlir? Neuromyelitis optica (AQP4 positive) 177 16.4 718 107 B :
Hangi durumlarda pozitiflesebilir? i mapomm,
T involvement
g E nfe ks Iyoz h a Sta I I kla r Neurosarcoidosis 41 40
1 7
* Noroborelyozis (~ %80) o [
. SLE with CNS involvement 19 42
e Norosfiliz (%90-100) CNS vasculits 17 235

. Parenchymal neuro-Behget's syndrome 74 10.8 - 10.8 - 10.8
* HIV ensefaliti (%60) CVST Behge's sydrome 2 N

Sjogren’s syndrome with CNS 8 25

* Menenjit/meningoensefalit (%10-15) involvement

Autoimmune encephalitides

* Norodejeneratif hastaliklar DR 2
* Parkinson hastaligi (%15) o . F
e Spinal kanal stenozlari (%4-5) . i F
GABA-B 10 40
19 >50
GABA-A 24 23-32
AMPAR 19 37
5LON s [
Willis MD, et al. Oligoclonal bands. Pract Neurol. 2024 GiyR 62 23-32
Cabrera CM. Adv Clin Chem. 2022 — e .
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Oligoklonal Band

* Metodoloji

* izoelektrik Odaklama (IEF) + IgG
Immunoblot

Altin standart teknik
En yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip

BOS ve serum es zamanli pH’a
gore elektroforez ile ayristirilir

izoelektrik odaklama: Proteinleri pH
yuklerine gore ayirir.

Immunoblot: IgG bantlarini 6zgiin olarak
gorsellestirir.

Teknik olarak zordur.

Anode

pH 3

©0000

pH 4

pH gradient >
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Carta S, et al. Crit Rev Clin Lab Sci. 2022

Cathode



Oligoklonal Band pH S CSF § CSF S CSF § CSF NS

3.5

* Metodoloji

* Agaroz Jel Elektroforezi

* BOS ve serum drnekleri agaroz
jelde elektroforeze tabi tutulur.

* Protein boyalari kullanilarak bantlar 99
gorsellestirilir.

* Daha kolay ve distk maliyetli

* Ancak yanlis negatiflik sik

* Kapiler Elektroforez

* ince kapiler tiiplerde yiiksek voltaj ile
proteinler ayristirilr.

e Otomatize sistemler kullanilir 95l
e Hizli sonug verir.
* Spesifitesi daha dusuktar.

7 8 9 10 11
Agaroz Jel Elektroforezi

Carta S, et al. Crit Rev Clin Lab Sci. 2022
Link H, Huang YM. J Neuroimmunol. 2006



Oligoklonal Band

* Klinik Onemi

e SSS’de noroinflamasyon varligini gostermede onemli bir belirtec
Multipl sklerozda OKB'nin sebat etmesi = Yiiksek MR lezyon yiikii ve daha
kotu klinik seyirle iliskili olabilecegi bildirilmis.
Klinik izole sendromlu ve radyolojik izole sendromlu hastalarda =2 OKB
pozitifligi MS gelisme riskini ve daha erken relapsi 6ngorebilir.
NMOSB, MOGAD ve KIDP’de OKB pozitifliginin prognoz ile iliskisi net degil

Negatif OKB sonucu MS tanisini dislamaz;

* Eslik eden diger belirteclerin varhgi (kappa serbest hafif zincir, serum norofilament hafif
zincir, glial fibriler asidik protein gibi) degerlendirilmelidir.

Dobson R, et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2013

Yilmaz D, et al. Mult Scler Relat Disord. 2023

Solmaz i, et al. Turk J Med Sci. 2022

Comabella M, et al. Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm. 2025



IgG Indeksi



IgG Indeksi

e Santral sinir sisteminde intratekal IgG sentezini kantitatif olarak dlcen bir
biyokimyasal parametre

* Forml:
CSF IgG x serum Albumin

serum IgG x CSF Albumin

IgG index =

* Laboratuvara gore degismekle birlikte normal deger: < 0.7
e Anlamli yikseklik: > 0.7 =» SSS'de plazma hiicrelerinde IgG Uretiminin gostergesi
* OKB ile birlikte kullanimi tanisal degerini artirir

* Kan beyin bariyeri hasarlarinda yalanci pozitiflik olabilir

Reiber H. Berlin, Germany: Springer, 2024.



IgG Indeksi

* Metodoloji -
* 1gG ve Albumin Ol¢iimii
* Nefelometri/Turbidimetri 100
e Altin standart yontemdir i
* Yiksek dogruluk, otomatize sistemlerde hizli sonug
* ELISA %
e Kolay uygulanabilir
* Yuksek konsantrasyonlarda dillisyon gerekir. A
* Kapiler Elektroforez
* Protein elektroforezi ile birlikte aloumin/IgG orani 5
hesaplanabilir.
* Reiber Diyagrami ile Dogrulama vy e R
* Grafiksel Analiz: 1IgG indeksi + kan beyin bariyeri 1 2 5 10 20 50 100

bozuklugu ayni anda degerlendirilir.

Lo Sasso B, et al. Medicina. 2019
Reiber H. Berlin, Germany: Springer, 2024.



IgG Indeksi

Yiiksek I1gG indeksi (2 0.7) ile iliskili durumlar

* Multipl skleroz (%60-80) e HSV ensefaliti

* NMOSB (%15-30)  Otoimmun ensefalitler (%20-50)
» MOGAD (%10-30) « Ozellikle anti-NMDAR ensefaliti

e N6rosfiliz * Norosarkoidoz (%30-50)

 HIV ensefaliti/ensefalopatisi * Norobehget sendromu (%20-40)
* Tuberkiiloz menenijiti * Norolupus (%10-30)

Maaloul M, et al. Mult Scler Relat Disord. 2024



IgG Indeksi

* Klinik Onemi
* Yiiksek IgG indeksi=® SSS’de noroinflamasyon varliginin gostergelerinden biri
* Tanisal olarak 6nemli ancak tek basina prognozu belirlemez.
* Multipl Sklerozda yuksek I1gG indeksin;

* Daha aktif hastalik ve kotl prognozla iliskili olabilecegi
* Erken tedavi veya tedavi gecislerine karar vermede yararl olabilecegi bildirilmis.

* 1gG indeksi ve OKB pozitifligi varliginda MS’te atak sikligi daha yuksek olabilir.
* NMOSB ve MOGAD’da IgG indeksi ylksekliginin prognoz ile iliskisi net degil

Akaishi T, et al. Mult Scler Relat Disord. 2020
Gasperi C, et al. JAMA Neurol. 2019



Kappa Serbest Hafif Zincir
(Kappa Free Light Chains-KFLC)



Kappa Serbest Hafif Zincir

* iImmiinoglobulin hafif zincirleri: kappa ve lambda olarak iki tip
e Serbest hafif zincirler: BOS'ta plazma hicreleri tarafindan uretilir
» Kappa serbest hafif zincirler: SSS'de intratekal sentezin hassas belirteclerindendir

e SSS'de inflamasyon varliginda: BOS plazma hiicrelerinde kappa serbest hafif zincir
uretimi artar.

* |gG indeksinden Ustiinliik = Kan beyin bariyeri bozulmasindan daha az etkilenir

* KFLC indeksi Formul: , CSF KFLC x serum Albumin
KFLC index = :
serum KFLC x CSF Albumin

* Laboratuvara gore degismekle birlikte normal deger: < 6.1 (bazi kaynaklar 5.3; 7.25)
* Anlamh yikseklik: > 6.1 (> 5.3; 7.25)
* MS ve diger demyelinizan hastaliklarin ayriminda esik deger heniz net degil

Arroyo-Pereiro P, et al. Front Immunol. 2023
Alves Martins D, et al. Clin Chim Acta. 2022



Kappa Serbest Hafif Zincir

* Metodoloji

KFLC analysis

* Nefelometri/Tiirbidimetri " ——
e Altin standart ydntemdir Q\ ' = N it
* Yuksek spesifiteye sahiptir, otomatize sistemlerle ) _!
hizli sonug verir
* Prozon etkisine dikkat: yiiksek konsantrasyonlarda B
yalanci negatif sonuc verebilir I __
* ELISA - | Vol |shom
* Spesifitesi daha duisiiktir Q d g] W Lo
e Duslik hacimli laboratuvarlar icin uygun. v

» Kapiler Elektroforez
e KFLC/AFLC orani ile ek bilgi saglar

Abid MA, et al. J Clin Pathol. 2023
Rosenstein |, et al. ) Neurochem. 2021



Kappa Serbest Hafif Zincir

* Klinik Onemi
* BOS kappa serbest hafif zincir, es zamanli serum drnegi bakmayi gerektirmez
e KFLC indeksi bakilacaksa serum ve BOS es zamanli alinir

* Gorsel degerlendirme gerektirmez nefelometri ile hizli bir sonuc saglar

* Hem KFLC diizeyi hem de KFLC indeks duzeyi multipl skleroz tanisinda
oligoklonal bantlarla es deger sensitivite ve spesifiteye sahiptir (hem cocuk
hem eriskin)

e Pediatrik baslangicli MS tanisinda KFLC indeksi (>6.8 esik degerinde):
sensitivite %100 ve spesifite %92 olarak tespit edilmis

* Kappa serbest hafif zincir pozitifligi OKB negatif olsa bile anlamli olabilir.

Yang J, et al. Int J Mol Sci. 2022
Levraut M, et al. Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm. 2022
Sarthou A, et al. Mult Scler. 2024



Kappa Serbest Hafif Zincir

® KI i n i k 6 n e m i | McDonald criteria for multiple sclerosis, 2024 revision! l H g
No dissemination in space Dissemination in space
* MS hastalarinin %72-100'Unde intratekal KFLC ~ === pmemmns, ] B
Sentez edildigi ngterilmi§ MlRI Disseminatilonintime C£F N ' °/
* MS’te yiiksek BOS KFLC seviyeleri=» hastalik kot oo b ",
ciddiyeti ve morbidite ile iliskili bulunmus. e |t | et
« Klinik izole sendromda yiiksek BOS KFLC i

seviyeleri=» MS'e daha erken ilerleme ile iliskili

* Kappa serbest hafif zincir yuksekligi

saptanabilen diger hastaliklar W' i
* NMOSB (%56) bl
« MOGAD

Otoimmin ensefalitler (6z. NMDAR, LGI1)
Norosjogren sendromu
SSS enfeksiyonlari

Altinier S, et al. Clin Chim Acta. 2019
Hegen H, et al. Mult Scler. 2023
Konen FF, et al. Autoimmun Rev. 2025



Anti-Glial Fibriler Asidik Protein
(GFAP)



Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

 Tip lll ara filament protein ailesine
ait bir proteindir ve 6zellikle
astrositlerde eksprese edilir.

 SSS yapisal batinliginiun
korunmasinda rol oynar.
» Astrositlerin mekanik stabilizasyonu

* Noronal homeostaz, sinyal iletimi ve
yara iyilesmesi

e Kan-beyin bariyerinin duzenlenmesi

e Astrosit hasarini gdsteren bir
biyobelirtectir.
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Abdelhak A, et al. Nat Rev Neurol. 2022



Anti-Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) Antikor

e Baslica Kullanim Alanlari
* Travmatik beyin hasari
* Serebrovaskuler olaylar
* iskemik inme

* inflamatuar SSS hastaliklari
* Multipl skleroz
* NMOSB
* GFAP astrositopatisi

* Norodejeneratif hastaliklar
* Alzheimer, Parkinson
* Aleksandr hastaligi

e SSS tumorleri
* Glioblastom

steady state

&z
ﬁ

Astrocytic endfoot 44

Endothelial cells @Jﬂq
T-cell (g

Bloodstream —®

Abdelhak A, et al. Nat Rev Neurol. 2022
Linnerbauer M, et al. Front Immunol. 2020



Anti-Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) Antikor

* Metodoloji * Metodoloji
* Hiicre Bazh Assay * Immiinohistokimya
* En yuksek sensitivite ve spesifiteye * Doku dizeyinde GFAP ekspresyonunu
sahip yontem gosterir.
e ELISA e Gliom tanisinda tercih edilir
* Enyaygin kullanilan ydntemlerden * Multiplex Immunoassayler
. IIl{ljlolgﬁh!Snal/pollklonal antikorlar o Olgﬂm igin ba§I|ca ornekler
* Yiksek sensitiviteye sahiptir. * Beyin Omurilik Sivisi: En yuksek
« Nadir yalanci pozitiflik gozlenir. sensitivite ve spesifiteye sahip drnek
e Western Blot ° Plazmélserum
* Yari kantitatif bir ydntem * Doku Ornekleri: Biyopsi veya otopsi
* Proteinler elektroforezle ayrilarak 6zgiil materyali kullanilabilir
antikorlarla tespit edilir. (imminohistokimya igin)

e Zaman alici ve ELISA kadar sensitif degil

Abdelhak A, et al. Nat Rev Neurol. 2022
Linnerbauer M, et al. Front Immunol. 2020



Anti-Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) Antikor

* Klinik Onemi
* Bircok norolojik hastaligin tani, prognoz ve takibinde kullanilan biyobelirteg

» Sekonder progresif MS’de, relapsing remiting MS’e gore daha yuksek titreler
saptanir

* MS’te Anti-GFAP'In daha yiksek BOS diizeyleri = Hastalik ciddiyeti ve niiks{
ile iliskili

* Ayrica otoimmun meningoensefalomyelit tanisinda kullanilir = Otoimmiin
GFAP astrositopatisi

* Kesin tani =» BOS incelemesinde anti-GFAP IgG bakilir
* Anti GFAP-IgG pozitifliginde = Malignansi taramasi (over teratomu) énerilir.
* BOS dlizeyleri immunoterapiye yaniti ongérmede yardimci

Abdelhak A, et al. Nat Rev Neurol. 2022
Sun M, et al. Mult Scler Relat Disord. 2021



Otoimmiun Ensefalit Panelleri



Otoimmin Ensefalit Iliskili Antikorlar

Neural Autoantibodies

[l = Nuclear and cytoplasmic (classical paraneoplastic antibodies) Trim3, Tr'm67
M = Intracellular, synaptic neurochondrin

.= Plasma membrane antibodies ARHGAP26/GRAF1* I TPR1*

* Septin-5
Caspr2 Neurexin3o.
— AChR Ganglionic* GABAa R KLHL11
2 LGI1*
MOG* DNER pppy- ARGHAP26
T  mGIuR1 GABAb R* . GFAP* AP3B2
VGCC* . AGNA-1* IgLONS
Hu* ) . CRMPS Ma2* AMPAR* ! NIF*

Yo Ri Amph* Ma1l* AQP4* NMDAR* mGIURS GlyR PDE10A
/A | l I | | | |
77 1 | l | | | |

1965 1983 2000 2004 2007 2013 2017 2020

University of Colorado Anschutz Medical Campus



Otoimmin Ensefalit Iliskili Antikorlar

Antibodies against Antibodies
neuronal and/or glial against intracellular
cell-surface antigens antigens

J

I

Autoimmune
encephalitis

1

Antibody-associated
demyelination

Paraneoplastic
onconeural antigens

e NMDA receptor * AQP4 e Hu
e LGI e MOG e Ri
e CASPR2 o GFAP e Yo
e AMPA receptor o Tr
e GABA, or GABA, e SOX1
receptor e CRMP5
e DPPX e PCA2
e mGluR1 or mGluR5 o Amphiphysin
e Glycine receptor e KLHLM
e Dopamine 2 receptor e TRIM46
e Ma2
e ZIC4

Ramanathan S, et al. Nat Rev Neurol. 2023



Otoimmin Ensefalit Iliskili Antikorlar

Encephalitis with antibodies Encephalitis with antibodies
against intracellular antigens against extracellular antigens

Autoimmune encephalitis antibodies

v v

Group | autoantibodies Group |l antibodies
Anti-Hu, Anti-Ra, Anti-MA, Anti- Anti-NMDAr, Anti-VGKC, Anti-
Yo, Anti-GAD, Anti-Amphiphysin, VGCC,Anti-GABAr, Anti-AMPAr,

Anti-CV2 Anti-CASPR2, Anti-DPPX

Mehndiratta MM, et al. J Assoc Physicians India. 2024
Wagner B, et al. Handb Clin Neurol. 2024



Otoimmin Ensefalit Iliskili Antikorlar

. - e i Suspected Laboratory testing by
* Uygun ornek ve uygun test segimi onemli autoimmune encephalits (AE) tissue-based assay

* Otoimmun ensefalit stiphesi olan
hastalarda ideal sartlarda hem BOS hem
de serumun birlikte test edilmesi 6nerilir.

Diagnostic criteria 300
of AE Tissue-based
assay

e ELISA tetkiklerinin hlicre bazli assaylere
kiyasla sensitivitesi dusuktuir.

Masi G, et al. ] Neuroimmunol. 2021



Otoimmin Ensefalit Iliskili Antikorlar

* Otoimmun ensefalit siphesi olan hastalarda genis kapsamli antikor panellerinin
kullaniimasi 6nerilir.

* Test panellerinin yeni antijenler kesfedildikce revize edilmesi gereklidir

* izole antikor testleri = tanisal gecikmelere ve tani atlamaya neden olabilir.

* Anti-NMDAR ve GFAP ensefalitlerinde BOS incelemeleri degerli

e Serum testi daha dusik sensitif ve nadiren yanls pozitiflik (+)
* Anti-LGI1 ensefalitinde ise serum daha sensitif
* GABA-A/B reseptor antikorlari iliskili otoimmiin ensefalitte =» BOS daha sensitif

Gilligan M, et al. Clin Biochem. 2024
Bien CG, et al. J Neurol. 2020



Otoimmin Ensefalit Iliskili Antikorlar

* Otoimmin ensefalitlerde (ve SSS’nin demyelinizan hastaliklarinda) seri antikor
titre olciimu cogu zaman yararli degildir.
» Tek istisna =» Anti-NMDAR ensefaliti

* Hastalar tanidan sonra uzun yillar seropozitif kalabilir ancak bu donemde remisyonda
olabilirler.

* Anti-NMDAR ensefalitinde BOS’ta seri antikor élgliimleriyle titre artisi hastaligin
nuks riskiyle iliskili olabilir.

* Anti-NMDAR ensefalitinde yliksek serum veya BOS titreleri = Kotii prognozla ve
altta yatan bir malignansi ile iliskili olabilecegi gosterilmistir.

* Kanserle iliskisi bakimindan yuksek riskli néral antikoru olan hastalarda hastalik
tanisi sonrasi 2 yil boyunca her 4-6 ayda bir kanser taramasi dnerilmektedir.

* AMPAR, CASPR2, GABA-A, GABA-B, mGIuR2, mGIluR5, NMDAR, VGCC, DNER

Gilligan M, et al. Clin Biochem. 2024
Bien CG, et al. J Neurol. 2020



Ornek ve Tanisal Test Secimi

Antibody (alternative name)

Preferred Specimen

Recommended Diagnostic

Antibody (alternative name)

Preferred Specimen

Recommended Diagnostic

Type Assays Type Assay
AMPA-R Serum/CSF TIFA, CBA Adaptor protein 3B2 Serum/CSF TIFA, CBA
AGNA-1 (SOX1) Serum/CSF TIFA*, Line blot
Aquaporin 4 Serum Live cell FACS, CBA Adenylate Kinase-5 Serum/CSF TIFA, CBA
CASPR2 Serum TIFA, CBA Amphiphysin Serum/CSF TIFA, Line blot
ANNA-1 (H S /CSF TIFA, Line bl
DPPX Serum/CSF TIFA, CBA e erum B
ANNA-2 (Ri) Serum/CSF TIFA, Line blot
GABA, CSF TIFA, CBA
CABAB Serum/CSF TIFA, CBA ANNA-3 (DACH1) Serum/CSF TIFA, CBA
ARHGAP26 (GRAF1) Serum/CSF TIFA, CBA
taycine-R senmvEok Live CEi CRMP5 (CV2) Serum/CSF TIFA, Western Blot, ELISA
mGIluR1 Serum/CSF TIFA, CBA
GAD-65 Serum/CSF TIFA*, RIPA, ELISA
mGluR2 Serum/CSF TIFA, CBA IgLON-5 Serum/CSF TIFA. CBA
mGIluR5 Serum/CSF TIFA, CBA
ITPR1 S /CSF TIFA, CBA
MOG Serum (CSF in rare Live cell FACS, CBA SEURCS <
instances) KLHL-11 Serum/CSF TIFA, CBA
Neurexin3a Serum/CSF TIFA, CBA PCA-1 (Yo) Serum/CSE TIFA. Line blot
Neurochondrin Serum/CSF TIFA, CBA MAPI1B (PCA-2) Serum/CSF TIFA, Line blot
NMDAR CSF TIFA, CBA
Ma?2 Serum/CSF TIFA*, ELISA, CBA
PCA-Tr (DNER) Serum/CSF TIFA, CBA
P/Q VGCC Serum RIPA NF-L Serum/CSF TIFA, CBA
SEZ6L.2 Serum/CSF TIFA. CBA PDE10A Serum/CSF TIFA, CBA
RGSSs Serum/CSF TIFA, Line blot
Septin 5 Serum/CSF TIFA, CBA
TRIM 46 Serum/CSF TIFA, CBA
Septin § SemiCHk TleA, B TRIM 9/67 Serum/CSF TIFA,CBA

CBA: Hiicre bazli assay

TIFA: Doku bazli indirekt

immiunfloresan assay

FACS: Floresan ile aktive
edilen hicre ayristirma
assay

Gilligan M, et al. Clin Biochem. 2024



Anti-NMDAR Antikor

N-terminal
domain

* En sik otoimmun antikor iliskili ensefalit
nedeni: Anti NMDAR ensefaliti (Anti- B
MOG ensefaliti?)

Agonist-binding

* NMDA reseptorinin NR1 subunitine domain
(GluN1) karsi gelisen antikorlarla iliskili

* immunglobulin G1 alt sinifina ait
antikorlar

* Antikorlar lenf nodlarinda plazma S
hicreleri tarafindan salinip SSS’e ulagir.  domain

* Hlcre bazli assaylerin kullanilmasi ve
hem serum hem de BOS analizlerinin
birlikte yapilmasi dnerilir. C-terminal

domain

Beaurain M, et al. Pharmaceuticals. 2024



Anti-NMDAR Antikor

A Positive control panel for CBA

HIS score 6 HIS score 5 HIS score 4 HIS score 3 HIS score 2 HIS score 1

* Metodoloji
PY H ucre BaZI | Assay (CBA) ) Dusiif  Dlwed 132 Disd 1128 Diluted 1:512 Dl 1208

1SO/Exposure: 1600/500 ms
e Altin standart yontem

 HEK293 hicrelerine insan NR1/NR2B NMDA
reseptor subunitleri transfekte edilir.

* Hasta serumu/BOS ornekleri bu hiicrelerle
inkibe edilir.

* Floresan mikroskop veya flow sitometri ile T
degerlendirme yapilr Ty P S P

» Sensitivite: BOS: %95-98; Serum: %85-90 s S - TN

+ Spesifite: %99 E— I

S{rbngly po§itive; N Positive Weakly positive Not visible

Visible

Visible
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1SO/Exposure: 800/500 ms
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lizuka M, et al. Front Immunol. 2024



Anti-NMDAR Antikor

Metodoloji

* Doku immiinfloresans Testi (IFA)

Sican hipokampus/serebellumu
substrat olarak kullanilir.

Noropil bolgesinde granuler boyanma
paterni

Sensitivite: %70-75
Spesifite: %85-90

Hicre bazli assaylerden daha hizli
sonuc (4-6 saat)

Subjektif yorumlara yol acabilir.

e ELISA YOntemi

Plakalara sabitlenen rekombinant
NR1 proteini kullantlir

HRP-konjuge sekonder antikor
kullanimi ile gérandr hale gelir

Sensitivite: %60-70

Spesifite: %90-95

Capraz reaksiyon verebilir
* Anti-Hu ve anti-Yo ile

lizuka M, et al. Front Immunol. 2024
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Paraneoplastik Antikor Testleri

* Klinik supheli hastalarda ideal sartlarda

hem kanda hem de BOS'ta paraneoplastik

antikor panel testleri dnetrilir.
* Hiicre ici proteinlere karsi antikorlar =»

Siklikla serumda tespit edilir, BOS‘ta nadir

 Sinaptik veya hiicre zari proteinlerine
karsi antikorlar =» BOS'ta tespit edilir
ancak serumda nadir

e Pozitiflik durumunda; noroblastom,
lenfoma ve germ hiicreli tiimorlerin
dislanmasi gerekir.

e TUmor taramasi olarak =» BT/PET/MRG
yapilabilir
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Chiu D, et al. Antibodies (Basel). 2023




Paraneoplastik Antikor Testleri

e Anti-Hu (ANNA-1) = Limbik ensefalit, * Anti-Ri (ANNA-2) =» Serebellar ataksi,
myelit =» Kicuk hicreli akciger opsoklonus-myoklonus sendromu =»
kanseri, noroblastom, lenfoma = Meme kanseri = IFA, Western Blot
Indirekt immiinofloresan (IFA),

Western Blot

* Anti-Ma2 =>» Limbik ensefalit, beyin

* Anti-Yo (PCA-1) => Serebellar sapi ensefaliti = Testis kanseri = IFA,
dejenerasyon =» Over ve meme Western Blot

kanseri = IFA, Western Blot

Binks S, et al. Pract Neurol. 2022



Paraneoplastik Antikor Testleri

e Anti-CV2/CRMP5 = Limbik ensefalit,  * Anti-Amfifizin = Limbik ensefalit,

myelit =» Kicik hicreli akciger Stiff-person sendromu = Kicik
kanseri, non-Hodgkin lenfoma, hiicreli akciger kanseri, meme kanseri
timoma =2 IFA, Western Blot =» |IFA, Western Blot

e Anti-Zic4 =» Serebellar ataksi, e Anti-SOX1 =» Lambert-Eaton
paraneoplastik serebellar miyastenik sendrom =» Kiiclik hicreli

dejenerasyon = Kiicik hicreli akciger akciger kanseri =2 IFA, Western Blot
kanseri =2 IFA, hiicre bazli assay

Antikor titreleri ile hastalik siddeti arasinda iliski gdsterilememistir
Antikor titreleri tedavi kararlarinin birincil belirleyicisi olmamalidir
Klinik takipte antikor titre takibi onerilmemektedir.

Binks S, et al. Pract Neurol. 2022
Li L, et al. Ann Transl Med. 2023



Paraneoplastik Antikor Testleri

* Metodoloji

* indirekt immiinfloresan (lIF):
 Klasik antikorlar (Anti-Hu, Yo, Ri) icin altin standart
 Substrat olarak sican serebrum/serebellum dokusu kullanilir,

* ELISA ve Western Blot:
» Spesifik antijenlere karsi kantitatif dlcim saglar (Anti-GADG65 gibi).
* Hiicre Tabanli Assay (CBA):

« Konformasyonel antijenler icin yiiksek sensitiviteye sahip
* HEK293 hiicrelerine insan antijenleri transfekte edilir.

* Likit Kromatografi-Kitle Spektrometresi (LC-MS):
* Nadir antikorlarin tanimlanmasinda kullantlir.
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Immin Biyobelirtecler ve Sitokinler

Axonal damage
NfL

Aksonal Hasar iliskili Belirtecler
* Norofilament hafif zincir (NfL);
* Amiloid prekiirsor protein (APP);
« Tubulin beta (TUBb); Pro-

) i i : Neuronal
. Tau orotein inflammation Neuronal
sCD40L, IFNy damage

Néronal Hasar iligkili Belirtegler exers NSE
.« 14-3-3;
* Noron spesifik enolaz (NSE)

Glial Disfonksiyon iliskili Belirtecler
» Glial fibriler asidik protein (GFAP);
e Anti-aquaporin 4 (AQP4);
* Nitrik oksit (NO);
« S100B
Demiyelinizasyon lligkili Belirtegler Gl Danvelination

* Miyelin basic protein (MBP); GFAP MBP, MOG
* Miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG)

Yang J, et al. Int J Mol Sci. 2022



Immin Biyobelirtecler ve Sitokinler

Axonal damage

: (X ] [ X ] : Nﬂ‘
 Immiinmodilasyon ve Inflamasyon
Biyobelirtegleri
. . Pro-
* Sitokinler inflammation & Neuronal
* IFN-B, IFN-y, IL10, IL6, IL17, TNFa, TGF-B, Coxan | damage
CXCL13, CCL11, CCL20, CXCLS
* sCD40L e, | A
e CHI3L1 5
* Heat shock protein (HSP)
» Kappa serbest hafif zincir
* Human endogenous retrovirusler
( H E RVS) Glial dysfunction Demyelination
GFAP MBP, MOG

Yang J, et al. Int J Mol Sci. 2022



Immin Biyobelirtecler ve Sitokinler

Axonal damage
NfL

e Kullanim Alanlari
* Tanisal destek ve ayirici tani

. . . Pro- |
* Hastalik alevlenmelerini belirleme e 0T | Neoronal
. . . . CD40L,
 Hastalik siddetini belirleme Coxains damage
* Prognozu tahmin etme
e Tedavi yanitini 6n gorme
* NUks riskini 6n gérme
Glial dysfunction Demyelination
GFAP MBP, MOG

Yang J, et al. Int J Mol Sci. 2022



Immin Biyobelirtecler ve Sitokinler

* Hastalik-iliskili Sitokin
* MOGAD/NMOSB:
o IL-6, IL-17, IFN-y
* MS:
e IL-17, TNF-a, IFN-y, CXCL13
* Anti-NMDAR Ensefalit:
e IL-6, CXCL13, TNF-a

e Duzeylerinin BOS'ta yliksek
dizeyde bulunmasi tanida
destekleyici

* Duzeyleri hastalik aktivitesi ve
siddetiyle korelasyon gosterebilir.

* Tedavi yanitini degerlendirmede
kullanilabilir.

Cytokine/Chemokine

IL-12

IL-18

IL-10

IL-13

IL-4

IL-2

IL-6

IL-17

TNF-a

IFN-y
CXCL10
CXCL13-CSF
BAFF-CSF
CXCL13-Serum

BAFF-Serum

Effect Size (SMD)

Yang J, et al. Int J Mol Sci. 2022
May, et al. Front Immunol. 2023
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Miyelin Basic Protein

O ® <
A N

Santral sinir sisteminde miyelin kilifinin

Autoreactive

onemli bir yapisal bileseni B cells
» SSS'de oligodendrositler ve periferik Microbes or Viruses
_ . . . . containing MBP epitopes
sinir sisteminde Schwann hucrelerinde ),MSO,SLE \EP Abs
move across BBB

(az miktarda) sentezlenir.

=

* Miyelin stabilizasyonunda kritik rol BBBN* .
Oyn ar. x Oligodendrocytes
« Miyelin hasarinin erken bir belirtecidir. Y o x X reuaren
® >

FA TR Y e

MBP Abz binds to MBP producing
oligodendrocytes or Neurons causing cell injury

Gonzalez-Gronow, M, et al. Journal of Neurology&Neuromed. 2018
Weil MT, et al. Cell Rep. 2016



Miyelin Basic Protein

* Iliskili Oldugu Hastaliklar

* Multipl Skleroz
* BOS’ta MBP artisi aktif demiyelinizasyonun gostergesi
e Akut ataklarda ylksek, remisyonda disuk seviyeler gorialur.

» Akut Dissemine Ensefalomiyelit (ADEM)
* Guillain-Barré Sendromu (GBS) (daha diisuk seviyelerde)
* Travmatik Beyin Hasari ve Spinal Kord Yaralanmalari

e Serum ve BOS’ta yiksek seviyeler ciddi aksonal hasar ile korele

* Diger Norolojik Hastaliklar
* Lokoensefalopatiler (Progresif multifokal I6koensefalopati gibi)
* Hipoksik-iskemik ensefalopati
* Norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer hastaligi, ALS)

Martinsen V, Kursula P. Amino Acids. 2022



Miyelin Basic Protein

* Metodoloji * Normal Degerler:
* ELISA  BOS: <4 ng/mL, serum: < 2.5
* En sik kullanilan yontem ng/mL
* Western Blot * Patolojik Yiikseklik:
* En spesifik ancak zaman alici - BOS: 4-9 ng/mL: Hafif-orta
* Radyoimmiinoassay (RIA) demiyelinizasyon, > 9 ng/mlL.:
* Eski yontem, nadir kullanim Siddetli miyelin hasari (MS atak,
* Ornek tipi secimi ADEM)
* BOS: daha spesifik ve guvenilir
sonuclar

* Serum/Plazma: daha az spesifik,
kontaminasyon riski var.

Martinsen V, Kursula P. Amino Acids. 2022
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Proteomikler ve Metabolomikler

* Néroimmunolojik hastaliklarin;

* Patogenezini anlama (immdunolojik ve
inflamatuvar mekanizmalari)

 Biyobelirteg belirleme (tani, prognoz
ve tedaviye yanit gostergeleri)
Chromosome

* Posttranslasyonel modifikasyonlarin &%gé f

belirlenmesi =My = TR
» Terapotik hedeflerin i, o

OMICS TECHNOLOGIES

L
e 0 4
v pd »

OI u $tu ru Im asin d a énem li h 3 | e DTA l Protlelns Flulxes Metabolites
gelmekte
.. . . . . Genomics Transcriptomics Proteomics ~ Fluxomics Metabolomics
* Ozellikle multipl skleroz, Guillain- : ,

Barré sendromu ve kronik
inflamatuar demiyelinizan

polinéropatide arastirilmaktadir.
Probert F, et al. Brain Commun. 2021

Marcos-Rabal P, et al. Curr Pharm Des. 2021



Proteomikler ve Metabolomikler

 Serum, BOS ve doku orneklerinde
calisilabilmekteler

* Metabolomikler, biyolojik
sistemlerdeki klicik molekulli
metabolitlerin (<1500 Da)
sistematik incelenmesini icerir.

* Enerji metabolizmasi (glikoliz, TCA
dongusd, oksidatif fosforilasyon)

 Lipid metabolizmasi (sfingolipidler,
fosfolipidler, kolesterol)

e Amino asit metabolizmasi

* Oksidatif stres ve antioksidan
sistemleri degerlendirir.

/

DNA

Genomics Epigenomics | | Transcriptomics Proteomics Metabolomics
Evaluation of non-DNA| | Evaluation of quantity| | Evaluation of protein| | e aluation of
sequence changes such| | and quality of RNA map net.work, endogenous/exogenoug
as methylation j pro:'tfl'cﬂ:n and metabolites
inisiaiole modification
i NO,
Identification of genetic variant y X ’NX‘R'
in DNA sequence including AN SN Re
coding or non-coding regiony k / \ s } \ Ry R /

>

| Metabolite

Probert F, et al. Brain Commun. 2021
Kayode-Edwards I. Springer, Cham 2024



Proteomikler ve Metabolomikler

* Metodoloji

* Kiitle Spektrometresi Temelli Yaklasimlar
* Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi = Altin standart
* MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight)
* Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

Iki boyutlu elektroforez ve differans jel elektroforezi
Protein mikroarrayleri

Yuksek Cozunurluklt Proteomik Platformlar
* Rolatif ve mutlak kantitasyon icin izobarik etiketler
Yuksek Cozunurlukli Metabolomik Platformlar
* HPLC-MS, CE-MS Kapiler Elektroforez-Kiitle Spektrometresi
* Metabolik akis analizleri
Manyetik Rezonans Spektroskopisi

Probert F, et al. Brain Commun. (2021)



Proteomikler ve Metabolomikler

* Baslica Proteomikler
* Neurofilament Light Chain (NfL)
 Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)
* Chitinase 3-like 1 (CHI3L1/YKL-40)
e CXCL13 (B-hlicre kemotaktik sitokin)
e Myelin Basic Protein (MBP)

* Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein
(MOG)

* Tau Protein

e Aguaporin-4 (AQP4) Antikorlari

e Kompleman C3 ve C9

e |L-6,IL-17, TNF-a ve IL-1

* S100B

* DNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor)

e Baslica Metabolomikler

Suksinat ve fumarat

Laktat

Sitrat, Kolin

3-hidroksi butirat
Omega-3/0mega-6 orani
Sfingomyelin ve seramid
24-Hidroksikolesterol
Kintrenin yolak metabolitleri
Glutamat

indoleamin 2,3-dioksijenaz aktivasyonu
Lipit peroksidasyon urunleri
Hipoksantin ve ksantin

L&sin ve izoldsin
Dokosaheksaenoik asit

Probert F, et al. Brain Commun. 2021
Sandi D, et al. Int J Mol Sci. 2022
Jafari A, et al. Biomark Insights. 2021



MikroRNA'lar

* Fonksiyonlari
* Patogenezin belirlenmesinde rol

* MikroRNA (miRNA)'lar; oynarlar N
« yaklasik 18-25 niikleotid * Biyobelirteg olarak kullanilabilirler
uzunlugunda, * Yeni tedavi stratejileri i¢in hedef

* protein kodlamayan, olustururlar

» posttranskripsiyonel diizeyde gen
ekspresyonunu diizenleyen,

e kicuk RNA molekdulleridir. * Metodoloji

* miRNA Profilleme

* miRNA'larin ekspresyon « RT-qPCR > Tekli miRNA analizi
degisiklikleri; * Microarray = Genis tarama
* miyelin hasari, * Yeni Nesil Sekanslama (NGS) =

Eksozomal miRNA tespiti

* noroinflamasyon,
* aksonal dejenerasyon,

* remiyelinizasyon suirecglerinde
duzenleyici rolar,. .

Duffy CP, et al. Cells. 2020



MikroRNA'lar

miR-20a
miR-27a
miR-223
miR-155
miR-124

Neurons
Axonal survival
Remyelination target

/

Astrocytes
Maintaining BBB

Reactive astrogliosis miR-449
Glial scar formation miR-34a
Regulation of phagocytosis

miR-146a miR-326
miR-155 miR-99a
miR-145 miR-143
miR-125a

4

N’L“

Tregs

Support OPC
differentiation
miR-146a

miR-181a
miR-132/212 cluster
miR-27
miR-106b/25 cluster

OPCs/Oligodendrocytes
Differentiation

Production of new myelin
Maintaining mature myeln
miR-17-92 cluster miR-338

miR-297c miR-27a
miR-23 miR-146a
miR-184 miR-9
miR-7a miR-200
miR-219 miR-125a
miR-138

~—

A

Microglia/Macrophages
Clearing myelin debris
Support OPC differentiaton
miR-124a miR-155

miR-223 miR-30a

miR-145 miR-146a

miR-771  miR-181a

Duffy CP, et al. Cells. 2020



Sonuc

Dogru hastalikta, dogru testin, dogru teknik ile dogru 6rnekte gonderilmesi tanisal
acidan kritik

 Hicre ici antijenleri hedef alan antikorlarin tespiti = Western blot

* Hiicre disi veya hiicre zari proteinlerini hedefleyen antikorlarin tespiti =2 Hiicre bazli
assayler

* Hiicre ici proteinlere karsi antikorlar =2 Siklikla serumda tespit edilir, BOS'ta nadir

* Hiicre disi veya hiicre zari proteinlerine karsi antikorlar =» BOS'ta tespit edilir, serumda
nadir
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