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Giris ve Amag: Noromiyelitis Optika (NMO), merkezi sinir sistemini (MSS),
ozellikle optik sinir ve spinal kordu etkileyen enflamatuvar bir hastaliktir.
Seropozitif NMO, aquaporin-4 (AQP4) proteinine karsi 1gG antikorlarinin varligi
ile tanimlanir. AQP4-1gG antikorlarinin dogru sekilde saptanmasi, NMO'nun diger
MSS demiyelinizan hastaliklarindan ayriimasinda kritik 6neme sahiptir. Ancak
geleneksel tani testleri duyarlilik ve 6zgllik acisindan bazi sinirlamalara sahiptir.
Bu calisma, gelistirdigimiz yiiksek duyarlilik ve 6zgullige sahip akis sitometrik
canli hiicre tabanli analiz (flow cytometry live cell-based assay; FC-LCBA) ile AQP4
antikorlarinin tespiti tzerinedir. Amacimiz AQP4 antikorlarinin saptanmasinda yeni
gelistirdigimiz FC-LCBA testimizin dogrulugunu valide etmek ve ticari hiicre tabanh
endirekt imminofloresan analiz (IIFA) ile etkinligini karsilastirmaktir.

Yontem: Etik kurul onayi alinarak gerceklestirilen bu tek kor calismada 101 serum
ornegi kullaniimistir. Néromiyelitis optika spektrumunda degerlendirilen ve tani
veya takip sirasinda en az bir kez hticre tabanli IIFA testi pozitif ¢cikan 17 hastadan

ABSTRACT

elde edilen 25 érnek (tekrar testler dahil) ile, testimiz olan FC-LCBA ve hiicre tabanli
IIFA testi paralel olarak calisilmistir. Ayrica, miyelin oligodendrosit glikoprotein
antikor iliskili hastalik (MOGAD) tanisi alan 36 hastanin serum &érnekleri ve 40
saglikl bireyden alinan serum 6rnekleri ile 6zgulluk analizi yapilmistir.

Bulgular: Gelistirdigimiz FC-LCBA, immdunosupresif tedavi altindaki NMO
hastalarinda hiicre tabanli [IFA negatif sonug verse dahi pozitif sonuglar vererek tistiin
duyarlilik géstermistir. Ek olarak, FC-LCBA, NMO'ya yiksek &zgullik gostererek,
MOGAD tanisi alan hastalarda ve saglikli bireylerde negatif sonuc vermistir. Testin
guvenilirligi, tekrar testlerde tutarli sonuglar gosterilerek dogrulanmistir.

Sonug: Gelistirdigimiz FC-LCBA, AQP4 antikorlarinin saptanmasinda, duyarlilik,
ozgulluk ve guvenilirlik agisindan Gmit vaat eden bir tani araci olarak 6ne
¢ikmaktadir ve potansiyeline olan giiveni artirmaktadir.

Anahtar Sozcukler: Aquaporin-4 antikorlari, akis sitometrisi, canli hiicre tabanl
analiz, néromiyelitis optika, serolojik tani

Introduction: Neuromyelitis Optica (NMO) is an inflammatory disorder affecting
the central nervous system, notably the optic nerve and spinal cord. Seropositive
NMO is marked by serum IgG antibodies against aquaporin-4 (AQP4). The
accurate identification of AQP4-IgG is crucial for distinguishing NMO from
other demyelinating diseases of the central nervous system. However, traditional
diagnostic assays have limitations in sensitivity and specificity. Here, we introduce
our in-house flow cytometry live cell-based assay (FC-LCBA) for detecting AQP4
antibodies with enhanced sensitivity and specificity. Our objective is to report the
accuracy and compare the efficacy of our newly developed in-house FC-LCBA
against the commercial cell-based indirect immunofluorescence assay (IIFA) in
detecting AQP4 antibodies.

Methods: This single-blind study was approved by the ethical committee and
involved 101 serum samples. Twenty-five samples (including retests) from 17
patients evaluated in the NMO spectrum who had at least one positive cell-
based IIFA test during the diagnosis or follow-up are tested in parallel with our

in-house FC-LCBA and cell-based IIFA. In addition, 36 serum samples from myelin
oligodendrocyte glycoprotein-associated disease (MOGAD) patients and 40 serum
samples from healthy subjects are also referred for specificity analysis.

Results: Our in-house FC-LCBA displayed superior sensitivity, detecting positive
results even when the cell-based IIFA yielded negative results in patients under
immunosuppressive treatments. Additionally, FC-LCBA exhibited high specificity
for NMO, showing negligible antibody levels in patients with MOGAD diagnosis
and healthy individuals. The assay’s stability was confirmed through consistent
results in retests.

Conclusion: Our in-house FC-LCBA emerges as a promising diagnostic tool for

detecting AQP4 antibodies, offering improved sensitivity, specificity, and reliability,
instilling confidence in its potential.

Keywords: Aquaporin-4 antibodies, flow cytometry, live cell-based assay,
neuromiyelitis optica, serological diagnosis
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One Cikan Noktalar

* FC-LCBA, AQP4 antikorlarinin tespitini artirarak NMOSD
tanisinda yiiksek dogruluk saglar.

* FC-LCBA, klasik IIFA testlerine kiyasla daha yiiksek
ozgulluk ve tanisal giivenilirlik sunar.

+ Canli hiicre kullanimi, AQP4 antijeninin dogal yapisini
koruyarak yalanci negatif sonuglari en aza indirir.

GiRi$

Noromiyelitis Optika (NMO), Devic Hastaligi olarak bilinen, merkezi
sinir sistemini (MSS) etkileyen nadir ve potansiyel olarak ciddi bir
enflamatuvar hastaliktir. Fransiz nérolog Dr. Eugéne Devic'in 19. yiizyildaki
tanimlamalarina dayanan bu hastalik, 2004 yilinda astroglial hiicrelerde
bulunan bir su kanali olan Aquaporin-4 (AQP4) antikorlarinin kesfiyle,
NMO ve Multipl Skleroz (MS) arasindaki ayrimin netlesmesiyle daha iyi
anlasilmistir (1-3). Bu antikorlar, 6zellikle optik sinir ve spinal kordta,
ayrica beyin sapi, diensefalon, area postrema ve serebrumda yogun
enflamasyon ile karakterize olabilecek NMO’nun tani ve tedavisinde
kritik bir rol oynar (4). AQP4 antikorlarinin ilk tanimlanmasindan bu yana,
bu antikorlar cesitli tekniklerle test edilmistir; bazilar laboratuvarlarda
gelistirilen yontemlerken bazilari farkli duyarhlik ve 6zgiillik oranlarina
sahip ticari kitlerle gergeklestirilmistir (5,6). Gunimiizde kabul edildigi
uzere, hiicre tabanl analizler (Cell based assays; CBA), AQP4-IgG igin
oldukca duyarli ve yiiksek 6zgulltige sahiptir ve bu nedenle doku bazli
ve protein bazli analizlerden daha iyi performans gosterirler (7-12).
Turkiye'de, AQP4-1gG tespiti genellikle canli hiicreler yerine fikse
hiicreleri iceren ve ticari olarak yayginlik gésteren hiicre tabanli endirekt
immunofloresan analizle (IIFA) yapilmaktadir. Birincil olarak kaynak
kisitliliklari nedeniyle canli hiicre tabanh analizlere erisimde bélgesel
limitasyonlar, hiicre tabanh IIFAyI daha erisilebilir ve uygulanabilir bir
alternatif haline getirmektedir. Ancak, bazi calismalarda canli CBA,
antijenlerin dogal konformasyonlarinda sunulmasindan dolay! biraz
daha duyarli bir teknik olarak gériilmektedir. Hiicre tespiti ile iliskili olas
transfekte hiicre butunligune yonelik tehditler, canli CBA tekniklerinde
gorulmez (13,14). Ayrica gelistirdigimiz FC-LCBA, hicre tabanli IIFA
ile karsilastinldiginda, AQP4 testinde &nemli bir yenilik saglayan akis
sitometrisinin kullanimi nedeniyle de éne ¢ikmaktadir (11,12,15,16,17).

Bu calismada, testimizin dogrulugunu raporlamak ve hicre tabanl IIFA
ile daha 6nce seropozitifligi en az bir kez gosterilmis hastalardan alinan
ornekler ile duyarhhgi; miyelin oligodendrosit glikoprotein antikor iligkili
hastalik (MOGAD) tanisi olan hastalardan ve saglikli bireylerden alinan
ornekler ile 6zgullugu karsilastirarak, yeni gelistirdigimiz FC-LCBAmizin
etkinligini raporladik.

YONTEM

Ornek toplama

Sehit Prof. Dr. ilhan Varank Sancaktepe Egitim ve Arastirma Hastanesi
néroimmiinoloji polikliniginden 101 serum &érnegi elde edilmistir. Tani
veya takip sirecinde en az bir kez pozitif IIFA testi bulunan ve NMO
spektrumunda degerlendirilen 17 hastaya ait 25 6rnek (tekrar testler dahil)
test edilmistir. Bu 6rneklerin, ticari hiicre tabanli IFA testleri ile MOG-1gG
agisindan negatif oldugu da bilinmektedir. Ayrica, uluslararasi MOGAD
Paneli'nin 6nerdigi 2023 kriterlerini (18) karsilayan MOGAD hastalarina
ait 36 serum 6rnegi (17) ve saglikli bireylerden alinan 40 serum 6rnegi,
ozgilluk analizine dahil edilmistir.
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FC-LCBA icin AQP4 proteini
hiicrelerin iiretilmesi

insan kodonlarina optimize edilmis tam uzunlukta AQP4-M23 izoformu,
Addgene (#126464) plazmidinden amplifiye edilmistir ve Not-I ile EcoR1
kisittama bolgeleri PCR ile eklenmistir. Ardindan, internal ribozomal
giris bolgesi (internal ribosomal entry site; IRES) araciligiyla bir GFP
raportoril tarafindan ayrilan birden fazla klonlama alanina sahip bir
lentiviral ekspresyon vektériine klonlanmistir. AQP4 konstriiksiyonu,
Lipofectamine 3000 (Invitrogen) kullanilarak tretici firmanin protokoliine
uygun sekilde insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK-293) T hiicrelerine
yaklasik %80 hiicre konfluensi saglandiktan sonra ko-transfekte edilmistir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra supernatanlar toplanmis ve 4°C'de
saklanarak bir 24 saat daha inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen viral
stipernatanlar, 500x g hizinda 10 dakika santriftj edilerek ve ardindan
0,45 um filtre membrani (millipore) kullanilarak hicresel artiklarin
uzaklastiriimasi icin filtrelenmistir.  Filtrelenen viral stpernatanlar,
Polietilen Glikol (PEG) 3000 ile 1:2 oraninda karistirilarak 4°C'de bir
gece boyunca inkibe edilmistir. Karisim, 2000x g hizinda 4°C'de bir
saat santrifij edilerek ¢okeltilmis ve sonrasinda uygun hacimde bir
besiyerinde yeniden siispanse edilerek 10 kat konsantre viral stispansiyon
elde edilmistir. Viral titreler, G¢ kat seri dilisyon uygulanarak ve
psodotiplestirilmis viruslerin hedef hiicrelere eklenmesiyle dlgtlmustur.
Yetmis iki saat sonra, akis sitometrisi kullanilarak GFP-pozitif hicrelerin
sayilarak psodotipli enfeksiyon diizeyi belirlenmis ve ml basina enfeksiyon
birimi hesaplanmistir. Daha sonra HEK-293 hiicreleri, AQP4 lentivirlsu
ile stabil AQP4 proteini eksprese eden HEK-293 hiicreleri tretmek
amaciyla transdiikte edilmistir. Transdlkte edilen hicreler, tam RPMI
1640 besiyerinde %10 FBS (Atlanta Biologicals, Lawrenceville, GA), %8
GlutaMAX (Life Technologies), %8 sodyum pirtvat, %8 MEM vitaminleri,
%8 MEM esansiyel olmayan amino asitler ve %1 penisilin/streptomisin
(tum Corning kaynakl) ilave edilerek kilture alinmistir.

asirt  ekspresyonuna sahip

FC-LCBA ile AQP4 antikoru tespiti

AQP4-IgG seviyelerini 6lgmek icin AQP4 (HEK-AQP4) kullanilmis olup,
kontrol amaciyla GFP (HEK-GFP) eksprese eden HEK-293 hiicreleri
kullaniimistir. Test icin 101 serum 6rnegi (1:10, 1:30, 1:100, 1:300, 1:1000,
1:3000, 1:10000, 1:30000 diltsyonlarinda) 1x10°> HEK-AQP4 hucreleriyle
4°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hiicreler iki kez
yikanmis ve ardindan florokrom-konjuge insan IgG'ye karsi antikor
(Biolegend 409306, APC, 2 pg/ml) ile 4°C'de 30 dakika inkuibe edilmistir.
Daha sonra hicreler tekrar yikanarak PBS icerisinde stispanse edilmis ve
BD akis sitometrisi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler, Flow)o
yazilimi ile degerlendirilmistir. Deneylerden 6nce plazma 6rnekleri,
56°C'de 30 dakika 1si ile inaktive edilmistir.

FC-LCBA analizleri, istanbul, Turkiye'deki Acibadem insan immiinolojisi
Merkezi'nde tek kor analiz edilmistir.

Hiicre tabanli IIFA ile AQP4 antikoru tespiti

Tum o6rnekler, Gretici firmanin protokoliine (5,6) uygun olarak, istanbul,
Turkiye'de bulunan yerel bir laboratuvarda mevcut ticari hiicre tabanli
IIFA testi kullanilarak tek kor analiz edilmistir.

Laboratuvar testlerini  gerceklestiren arastirmacilar,  birbirlerinin
orneklerine ait serolojik durumlar ve klinik bilgiler hakkinda da
korlestirilmistir.

Veri analizi

istatistiksel analiz, duyarlilik, &zgiillik ve %95 gliven araligini belirlemek
icin gerceklestirilmistir. Testler arasindaki uyum derecesi, Cohen kappa
katsayisi (K) ile degerlendirilmistir. Tum veriler, GraphPad Prism V9
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
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BULGULAR

AQP4 antikor duzeyini belirlemek amaciyla, canli hucreler ve akis
sitometrisi  kullanimiyla avantaj saglayan FC-LCBAYi laboratuvarda
gelistirdik. Bu test igin, 6ncelikle tam uzunlukta AQP4, GFP raportori
iceren bir ekspresyon vektoriine klonlandi. Daha sonra, AQP4 kodlayan
ekspresyon vektori ve paketleme plazmidleri ile HEK-293 hiicreleri ko-
transfekte edilerek AQP4 protein lentiviral partikulleri tretildi. Ardindan,
HEK-293 hiicreleri, GFP eksprese eden AQP4 protein psédoviris ile etkin
bir sekilde transdiikte edildi. Kontrol olarak GFP eksprese eden bos vektor
kullanildi. AQP4 asiri ekspresyonu, AQP4-1gG pozitif oldugu bilinen bir
hasta plazmasi ile boyama yapilarak, ardindan anti-IgG Fc antikoru ile
sekonder boyama uygulanarak dogrulandi.

Laboratuvar i¢i FC-LCBA ydntemimizin dogrulugunu gostermek ve
etkinligini karsilastirmak amaciyla, NMO spektrumunda degerlendirilen
ve tani stirecinde veya takip sirasinda en az bir kez hicre tabanli 1IFA
testi pozitif sonug veren 17 hastaya ait 25 serum Ornegi (tekrar testler
dahil) kullanilarak hticre tabanli 1IFA ile gelistirdigimiz FC-LCBA yontemi
es zamanl olarak test edilmistir. Ornekler, ydntem bolimiinde belirtilen

Gungor Dogan ve ark. Noromiyelitis Optika Tanisinda Akis Sitometrik Canli Huicre Tabanli Analiz

farkli diltisyonlarda ilgili hiicre hatlarina eklenmistir. Ardindan, AQP4-IgG
seviyeleri, APC florokrom ile konjuge edilmis IgG Fc'ye 6zgli sekonder
antikorlar kullanilarak 6lctlmastar.

Tablo 1, temel demografik verileri ve test sonuglarini 6zetlemektedir. Bu
sonuglara gore, 17 hastanin 15'i semptom baslangicinda hiicre tabanli [IFA
testi pozitif olarak degerlendirilmistir. Geriye kalan iki hastada ise takip
stirecinde htcre tabanli [IFA pozitif hale gelmistir. Calisma kapsaminda,
17 hastanin 5'inde IIFA test sonucu negatiflesmistir.

Tablo 2'de gosterildigi gibi, bu 17 hastanin 11'inde hem hiicre tabanli [IFA
hem de FC-LCBA testleri AQP4 antikorlarini tespit etmistir (es zamanl
pozitiflik %73,33). iki hastada ise her iki test de negatif sonug vermistir (es
zamanli negatiflik %33,33). ki test arasindaki uyum yiizdesi %76,47 olarak
hesaplanmistir (Cohen kappa katsayisi 0,358; %95 GA -0,130 ila 0,847).

Hastalik modifiye edici tedavi almakta olan ¢ hasta yalnizca FC-LCBA
ile pozitif sonug vermistir. 1/300 diltisyonu, hem FC-LCBA hem de IIFA
pozitifligini gosterebilecek esik olarak belirlenmis olsa da, bu diltisyonun

Tablo 1. On yedi hastanin temel demografik verileri ve tim test sonuglari

Semptom Calisma
baslangicinda Calisma kapsaminda
Oligoklonal alinan IIFA Takip IIFA | kapsaminda FC-LCBA
Cinsiyet | Hastalik | Hastalik band sonucu sonuclari | IIFA sonuglari sonuclari
(K: Kadin; | baslangic | siiresi | (Negatif 0, (Negatif: 0, (Negatif:0, (Negatif 0, (Negatif: 0, Titreler | Re-test titre
Hasta | E: Erkek) yasi (Ay) Pozitif: 1) Pozitif: 1) Pozitif: 1) Positif: 1) Pozitif: 1) | (Negatif: 0) (Negatif: 0)
1 K 60 57 0 1 X 0 1 1/30 1/10
2 K 38 100 0 1 X 0 1 1/300 1/100
3 K 41 52 0 1 X 0 1 1/30 1/10
4 K 43 112 1 1 X 1 1 1/300 1/300
5 K 37 52 0 1 X 1 1 1/300 X
6 K 54 31 0 1 X 1 1 1/1000 1/1000
7 E 48 24 1 1 X 1 1 1/10000 1/3000
8 K 40 160 0 1 X 1 1 1/10000 X
9 K 32 36 0 1 X 1 1 1/1000 X
10 K 14 52 0 1 X 1 1 1/1000 X
11 K 57 72 0 1 X 1 1 1/10000 X
12 K 55 3 0 1 X 1 1 1/10000 X
13 K 31 136 0 0 1 1 1 1/1000 X
14 K 41 160 0 0 1 1 1 1/10000 X
15 K 23 39 0 1 X 0 0 0 0
16 K 36 64 X 1 X 0 0 0 0
17* K 25 29 0 1 X 1 0 0 X
FC-LCBA: akis sitometrik canli hiicre tabanl analiz; [IFA: endirekt immuinofloresan analiz x: Calisiimadi.
17*: Calisma kapsaminda MOGAD tanisi alan hasta.
Tablo 2. AQP4-1gG seviyelerinin hicre tabanli [IFA ve FC-LCBA ile tespiti
Karsilastirma
Hasta (n) Hiicre tabanh lIFA FC-LCBA
9 + +
Tani aninda hiicre tabanli IIFA (+) 3 - +
(n=15) 2 - R
1 + -
Tani aninda hiicre tabanli IIFA (-)
2 + +
(n=2)

FC-LCBA: akis sitometrik canli hiicre tabanli analiz; IIFA: endirekt immunofloresan analiz.
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altindaki titrelerde yalnizca FC-LCBA pozitifligi kayda deger bulunmustur
(Tablo 1). Dért uyumsuz érnekten birinde, IIFA pozitif sonug verirken, FC-
LCBA negatif sonug vermistir. Ancak, bu hastanin 6rnegi, hiicre tabanl
IIFA disindaki baska bir canli hiicre tabanli test ile MOG icin analiz
edildiginde yuksek titrede pozitif sonug vermis ve uluslararasi MOGAD
Paneli kriterlerini karsilayan bir MOGAD tanisini dogrulamistir. Son
olarak, gelistirdigimiz FC-LCBA ydntemimiz, %87,5 duyarlilik (%95 Cl
61,65-98,45) gostererek huicre tabanli IIFA ile karsilastirildiginda daha
yuksek bir duyarlilik orani sergilemistir (IIFA duyarlihg %68,75; %95 ClI
41,34-88,98).

Gelistirdigimiz FC-LCBA yontemimizin AQP4-1gG icin &zgullaguni
degerlendirmek amaciyla, 40 saglikli birey ve 36 MOGAD tanili hastada
antikor seviyeleri 6lgtlmustir. Test, her iki kontrol grubunda da ihmal
edilebilir diizeyde antikor tespit ederek, AQP4 antikorlarini belirlemede
yuksek 6zgullige (%100) sahip oldugunu dogrulamstir. Otuz altt MOGAD
hastasindan birinde, hiicre tabanli [IFA pozitifligi gézlemlenmistir. Bu
hasta, canli hiicre tabanli analizde yiiksek titrede kesin MOG pozitifligi
gosteren ve ayni zamanda uluslararass MOGAD Paneli'nin 6nerdigi
kriterleri karsilayan bir hasta olarak degerlendirilmistir. Gelistirilen
testin stabilitesini degerlendirmek amaciyla, sekiz (n=8) 6rnek iki farkli
zaman noktasinda tek kor olarak FC-LCBA kullanilarak tekrar test
edilmistir. Sonuglar, ilk dlctimlerle yiiksek derecede tutarlilik ve benzerlik
gostermistir.

TARTISMA

Aquaporin-4, NMO patofizyolojisinde kritik bir rol oynamakta olup,
AQP4-1gG hastaligin temel belirleyicilerinden biridir. Noéromiyelitis
optika gibi nadir bir hastalik baglaminda, gtivenilir bir testin gelistirilmesi
ve iyilestirilmesi blyilik 6énem tasimakta olup, klinik tani ve tedavi
kararlar agisindan 6nemli sonuglar dogurmaktadir (8). Bu calismada,
gelistirdigimiz FC-LCBA testimizin duyarliigini ve &6zgullugini ortaya
koyduk. Ayrica, AQP4 antikorlarinin tespitinde ticari huicre tabanh [IFA
testine kiyasla sundugu avantajlari gosterdik.

Bu pilot calismada, hiicre tabanli 1IFA ve FC-LCBA testleri, 17 hastanin
11inde AQP4 antikorlarini tespit etmistir. Her iki testin de negatif sonug
verdigi iki hasta bulunmakta olup, bu durum toplamda %76,47'lik bir
uyum orani saglamistir. iki hastada hicbir antikor tespit edilmemistir.
Bu durum, bu hastalarin gercekten AQP4-IgG negatif olabilecegini,
testlerin duyarliliginin yetersiz kalmis olabilecegini veya immiunsupresif
tedaviler nedeniyle negatiflesmis olabileceklerini dustindirmektedir.
On yedi hastadan dérdiinde, hiicre tabanli [IFA ve FC-LCBA testleri
arasinda uyumsuz sonuglar gézlemlenmistir. Hastaligin baslangicinda
hiicre tabanli IIFA ile pozitif olan (¢ hasta, takip siirecinde hiicre tabanl
IIFA ile negatif ancak FC-LCBA ile pozitif bulunmus olup, bu hastalarin
tamami kesin NMO tanilidir. AQP4-1gG, remisyon donemlerinde ¢cogu
hastada tespit edilebilir durumda kalmaktadir. Ancak, immunsupresif
tedavi altinda ataksiz donemlerde antikor titreleri dusiik olabilmektedir
(19). Hastalarimizdan alinan t¢ érnek de benzer bir dénemde toplanmig
olup, dusik AQP4-IgG titresi gostermistir. Bu veriler, 6nceki ¢alismalarla
uyumluluk gostermektedir (12,16). Bu durum, atak dénemlerinde ve
immunsupresif tedaviler baslanmadan 6nce alinan 6rneklerin test
edilmesinin  6nemini vurgulamaktadir. Aksi takdirde, yanlis negatif
sonuglart 6nlemek icin gelismis tekniklerle tekrar test yapilmasi mutlaka
g6z oniinde bulundurulmahdir.

Antikor testlerinin duyarhhgini ve ozgullugunu etkileyen gesitli
faktorler bulunmaktadir. Tespit uygulanmis hicrelerde, canli hiicrelere
kiyasla cesitli antijenlere karsi daha yuksek dizeyde 6zgll olmayan
baglanmalarin gozlenmesi, bu farkliligin en 6nemli nedenlerinden
biridir (20). Ayrica, IIFA sonuglarinin objektif kantifiye degerlendirmeler
karsisinda subjektif olarak yorumlanmasi (6rnegin, floresan yogunlugu
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ve paterni degerlendirme) farkli gézlemciler arasinda tutarsizliklara
yol acabilir (3,16). Transfeksiyon icin kullanilan izomer se¢imi de etkili
faktérler arasinda yer almaktadir. Onceki calismalarda gésterildigi tizere,
M1 izomeri yerine daha ylksek ortogonal partikil dizilimi olusturan
AQP4'iin M23 izomerinin tercih edilmesi, AQP-IgG tespitinde duyarlilig
artirabilmektedir (21,22). Bu baglamda, calismamizda AQP4'Un M1
izomeri yerine M23 izomeri kullaniimis ve objektif kantifikasyon saglamak
amaciyla akis sitometrisi tercih edilmistir.

Dért ornek arasindaki son uyumsuzluk, 1IFAda yanlis pozitif sonug
veren bir hastada gozlemlenmistir. Miyelin oligodendrosit antikoru
icin hicre tabanli IIFA ile yapilan ilk incelemesi negatif sonuclanan
hastanin MOGAD tanisi, canh hicre tabanli test ile ¢alismamiz
kapsaminda dogrulanmistir. Bu vaka, hiicre tabanli [IFA ile MOG antikor
testinin karsilastigi zorluklari vurgulamaktadir, ¢linkt MOG antikorlari
konformasyon duyarhdir ve hicrelerin kimyasal tespit sureci, MOG
proteinine ait spesifik konformasyonel epitoplari degistirebilir, bu da
yanlis negatif sonuglara yol acabilir (13,74). Son olarak, bu hastada canli
hiicre tabanli test ile MOG pozitifligi gézlemlenmesi, 6nceki verileri
dogrulamakla kalmayip ayni zamanda testimizin 6zgullagtnua farkl bir
agidan da ortaya koymustur.

Kirk saglikh birey ve 36 MOGAD hastasinda yapilan testler, gelistirdigimiz
FC-LCBA yontemimizin tamamen 6zgul (%100) oldugunu ve [IFAnin
aksine yanls pozitif sonu¢ vermedigini gostermistir. Kesin MOGAD
tanisi alan bir hastaya ait bir 6rnek, canli hiicre tabanli test ile MOG
antikoru agisindan yuksek titrede pozitif sonug vermis, ancak hicre
tabanl IIFAda dusik titrede AQP4 porzitifligi gdstermistir. Bu baglamda,
FC-LCBA testimizin gigli 6zgullug, seropozitif NMO ile MOGAD'I ayirt
etmek icin daha givenilir bir tanisal ara¢ olma potansiyelini artirmakta ve
gelecekteki kullanimi icin giiven olusturmaktadr.

Calismamiz, AQP4-1gG pozitif ve negatif hastalarda tekrar testlerinin
tutarh sonuglar vermesi ile, testimizin guvenilirligini ve saglamligini
ortaya koymustur. Bu bulgu, testimizin zaman iginde tutarli performans
sergiledigini de vurgulamaktadir. Ancak, calismamizin ve gelistirdigimiz
FC-LCBA yénteminin bazi kisithliklari bulunmaktadir. Oncelikle, hasta
sayisinin nispeten disik oldugu goéz o6ninde bulundurulmalidir. Bu
calismanin amaci, bu testlerin tanisal degerini analiz etmek degil, daha cok
testin teknik degerlendirmesini yapmak olmustur. Bu nedenle, gcalismaya
yalnizca hastalik baslangicinda veya takip sirecinde IIFA ile AQP4
pozitifligi gosteren hastalar dahil edilmistir. Buna ek olarak, gelistirdigimiz
FC-LCBA yontemi 6zel beceri, deneyim ve zaman gerektirmektedir. Bu
faktorler, bu testin daha fazla merkezde uygulanmasini kisitlayan 6nemli
faktorlerdir.

Sonug olarak, elde edilen duyarllk, 6zgulltk ve tekrarlanabilirlik verileri,
gelistirdigimiz LCBA yo6ntemimizin, NMO tanisi ve takibinde AQP4-
1gG tespiti icin tek basina veya tamamlayici bir teknik olarak mevcut
en iyi testlerden biri oldugunu gostermektedir. Testimizin en &nemli
avantajlar arasinda, yanlis pozitif sonuglarin bulunmamasi ve dustk
titreli serumlarda artan duyarlihg yer almaktadir. Bununla birlikte,
seropozitif NMO ve iliskili hastaliklarin tanisal metodolojilerindeki
gelismelere katkida bulunmak ve mevcut bilgimizi ilerletmek icin genis
hasta serilerinde yapilacak ek calismalara acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Etik Komite Onay:: Calisma icin, Sehit Prof. Dr. ilhan Varank Sancaktepe Egitim ve
Arastirma Hastanesi Etik Kurulu'ndan 25.09.2023 tarih ve E-46059653-050,99-225231255
numarasi ile etik kurul onayi almistir.

Hasta Onami: Calismaya dahil edilen tim hastalar, aydinlatiimis onam formunu
imzalamstir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis Bagimsiz.
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