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Girig ve Amag: Otoimmiin ensefalit (OE), serum ve/veya beyin omurilik sivisinda
(BOS) néronal yuizey antikorlarinin (Abs) saptanmasiyla teshis edilir. Fikse edilmis
hiicrelerin kullanildig ticari biyogip tabanli hiicre temelli test (HTT) ve canli
hcrelerin kullanildigi HTT'ler tutarsiz sonuglar verebilir. Tani ve tedaviye yanitla
iliskili faktorleri belirlemek icin, uyumsuz HTT sonuglari olan OE hastalarinin
ozelliklerini ayrintili olarak aydinlatmayi amacladik.

Yontem: Fikse HTT ile yapilan rutin taramada N-metil-D-aspartat reseptérii (NMDAR),
16sin bakimindan zengin glioma inaktif 1 (LGI1), kontaktin iliskili protein benzeri 2
(CASPR2)-Abs pozitif bulunan toplam 45 hasta, in-house canli HTT ve doku temelli test
(DTT) ile tekrar degerlendirildi. Serum nérofilament hafif zincir (NFL) diizeyleri 6lctldi
ve immunoterapiye yanit 36,9+7,8 aylik bir takip doneminde degerlendirildi.

Bulgular: Hem fikse hem de canli HTT/DTT'de pozitif cikan 30 hasta, limbik
semptomlar ve OFyi disiindiren EEG/MRG 6zellikleri gosterme egilimi sergiledi.
Buna karsilik, sadece fikse HTT pozitifligi olan 15 hastanin cogu OE kriterlerini

ABSTRACT

karsilamadi. Canli HTT/DTT pozitifligi, immunoterapiye yaniti veya eslik eden
kanserleri ongormedi. Fikse HTT pozitif kategorisindeki bazi hastalar, otoimmun
ensefalopatiyi ve ylksek NFL dizeylerini kuvvetle distnduren ozellikler sergiledi.
Daha dusuk hastalik siddeti, viral prodromal bulgularin varligi, otonomik
semptomlarin yoklugu ve yiiz diskinezisi olmamasi tedaviye yanitla iliskiliydi.

Sonugc: Canli HTT/DTT, fikse hticre temelli testlere gére daha yuiksek tanisal dogruluk
sergilemis ve yalanci pozitif antikor saptanma olasiligini 6nemli élgtide azaltmigtir.
Pozitif canlt HTT/DTT sonuglari, kesin OE kriterleri ile gticli bir sekilde 6rttismektedir.
Ancak, canli HTT ve NFL sonuglari immunoterapiye yaniti 5ngérmede ve eslik eden
kanserleri tanimlamada basarisiz olmustur. Bu durumun, muhtemelen canli HTT/DTT
negatif kategorisindeki bazi hastalarinimmunoterapiye yanit veren néroenflamatuvar
bozukluklara sahip olmasindan kaynaklandig varsayilmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Hiicre temelli test, n-metil-D-aspartat reseptéri, nérofilament
hafif zinciri, otoimmiin ensefalit, otoimmiinite

Introduction: Autoimmune encephalitis (AIE) is diagnosed through detection
of neuronal-surface antibodies (Abs) in serum and/or cerebrospinal fluid (CSF).
Commercial biochip-based cell-based assay (CBA) using fixed cells and in-house
CBAs using live cells may give incongruent results. We aimed to shed further light
on features of AIE patients with discordant CBA results to establish factors related
with diagnosis and treatment-response.

Methods: A total of 45 patients found positive for N-methyl-D-aspartate receptor
(NMDAR), leucine rich glioma inactivated 1 (LGI1), contactin-associated protein-
like 2 (CASPR2)-Abs on routine screening done with fixed-CBA, were further tested
using in-house live-CBA and tissue-based assay (TBA). Serum neurofilament light
chain (NFL) levels were measured and response to immunotherapy was assessed in
a follow-up period of 36.9+7.8 months.

Results: Thirty patients who were positive on both fixed and live-CBA/TBA, showed
trends towards displaying limbic symptoms and EEG/MRI features suggestive of AIE.
By contrast, most of the 15 patients with only fixed-CBA positivity failed to fulfill

AIE criteria. Positivity on live CBA/TBA did not predict response to immunotherapy
or coexisting cancers. Some patients in the fixed-CBA positive category exhibited
features highly suggestive of autoimmune encephalopathy and elevated NFL levels.
Lower disease severity, presence of viral prodromal findings, absence of autonomic
symptoms and facial dyskinesia were associated with treatment response.

Conclusion: Live CBA/TBA demonstrated higher diagnostic accuracy than fixed
cell-based assays and substantially reduced the likelihood of false-positive antibody
detection. Positive live-CBA/TBA results strongly coincide with definite AIE criteria.
However, live CBA and NFL results fail to predict response to immunotherapy and
identify coexisting cancers. This is putatively because some patients in the live-CBA/
TBA negative category likely have immunotherapy-responsive neuroinflammatory
disorders.

Keywords: Autoimmune encephalitis, autoimmunity, cell-based assay, n-methyl-
D-aspartate receptor, neurofilament light chain.
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One Cikan Noktalar

* Canh HTT/DTT potzitifligi kesin otoimmiin ensefalit
kriterleriyle 6rtiismektedir.

* Fikse HTT, sik goriilen néronal yiizey antikorlarinda
yalanci pozitiflik gosterebilir.

* Canl HTT ve serum NFL diizeyi tedavi yanitini veya
kanser riskini 6ngérmemektedir.

GiRi$

Otoimmin ensefalit (OE), hizli ilerleme ve néronal yizey antijenlerini
hedefleyen serum/beyin omurilik sivisi (BOS) antikorlari (Ab) ile
karakterize bir grup enflamatuvar nérolojik bozuklugu kapsar (1).
Otoimmiin ensefalit tanisi buyiik 6lciide bu antikorlarin saptanmasina
dayanmaktadir. Bununla birlikte, su anda kullanilan ticari test kitleri
potansiyel olarak yanhs pozitif ve yanhs negatif sonuclar verebilmekte
ve antikor pozitifligi, O tani kriterlerini karsilamayan vakalarda da tespit
edilebilmektedir (2-5). Bu, tani ve tedavi siireclerinde zorluklara ve
hatalara yol acabilir. Bir¢ok hastalik OE'ye benzeyebilir ve bu sézde “OE
taklitleri’nde yanlis pozitif antikor sonuclari ve ardindan immiinoterapi
uygulanmasi ciddi yan etkilere veya tanida gecikmelere yol acabilir. Ote
yandan, altta yatan tanimlanabilir bir nedeni olmayan OE taklitlerinin
%56'ya kadari immiinoterapiye olumlu yanit verebilir (2). Bu gézlemler,
antikor tespit yontemlerinin gelistirilmesini ve OE ile OE taklitgilerinde
tedaviye yanit ve kanser birlikteligi ile iliskili faktorlerin daha iyi
anlasiimasini gerektirmektedir.

Otoimmiin ensefalit tanisinda altin standart, ilgilenilen hedef néronal
ylizey otoantijenini eksprese eden canli insan embriyonik b&brek 293T
(HEK293T) hucrelerinin kullanildigi canli hicre temelli test (HTT) ile
hastalarin BOS'unda néronal ylzey antikorlarinin saptanmasidir (6).
Bununla birlikte, dinya genelindeki ¢ogu klinik merkezde bu canh
HTT'lerin bulunmamasi nedeniyle, OE tanisi cogunlukla fikse edilmis
HEK293T hiicrelerini kullanan ticari olarak satilan biyocip tabanlh
testlerle gerceklestiriimektedir. Simdiye kadar sadece az sayida ¢alisma,
N-metil-D-aspartat reseptori  (NMDAR), [6sin bakimindan zengin
glioma inaktif 1 (LGIT), kontaktin iliskili protein benzeri 2 (CASPR2) ve
gama-aminobiitirik asit B reseptéri (GABABR) antikorlari icin fikse ve
canli HTT'lerin etkinligini karsilastirmistir. Hasta 6rneklerinin ¢cogunlugu
her iki yontemle de uyumlu sonuglar veriyor gibi goriinse de hastalarin
6nemli bir kisminda tutarsiz sonuglar elde edilebilmektedir (3-5). Ayrica,
her iki HTT'nin de immunoterapi ve kanser taramasi kararlarinda 6nemli
eksiklikleri oldugu gortlmektedir.

Bunedenle, OEvakalarindatanivetedaviyietkili bir sekilde yonlendirebilecek
klinik ve laboratuvar kriterleri olusturmayi ve nérolojik hastaliklarda anti-
noéronal antikor pozitifligini 6ngéren mevcut kriterlerin gecerliligini test
etmeyi amagladik. En sik gérulen ti¢ noronal ylzey antikoru (NMDAR,
LGI1 ve CASPR2 antikorlar) icin tasarlanmis ticari fikse ve in-house canli
HTT'ler; antikor saptama orani, klinik ve demografik &zelliklerle iliski,
imminoterapiye yanit ve OE tanisina uyum agisindan karsilastiriimistir (6).

YONTEM

Hastalarin Calismaya Dahil Edilmesi

2017-2025 yillar arasinda laboratuvarimiza OE ayirici tanisi igin
gonderilen hastalarin serum ve BOS 6rnekleri, NMDAR, a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionik asit reseptori (AMPAR1 ve 2),
LGIT, CASPR2, GABABR ve dipeptidil aminopeptidaz benzeri protein

Sanli ve ark. NYA Tespitinde Ticari ve In-House Testler

6 (DPPX) antikorlari icin standart bir ticari fikse HTT (Autoimmune
Encephalitis Mosaic; FA 112 d-1010-6; Euroimmun, Luebeck, Almanya)
ile ve glutamik asit dekarboksilaz (GAD) antikoru icin ELISA (EA 1022-
9601-2; Euroimmun, Luebeck, Almanya) ile taranmistir. Ureticinin
onerisi dogrultusunda BOS sulandiriimadan, serumlar 1/10 oraninda
seyreltilerek test edildi. Hastalarin klinik 6zelliklerine k&r olan iki bagimsiz
uzman tarafindan her érnek icin O ile 4 arasinda bir 6lgekte (0: baglanma
yok; 1: zayif; 2: orta; 3: guclu; 4: cok glicli baglanma) antikor pozitiflik
skoru belirlenmis ve uyumsuzluklar fikir birligi ile ¢ézilmustir. Toplam
208 hasta NMDAR, LGI1 ve CASPR2 antikorlari icin pozitif bulunmus ve
bu hastalarin hicbirinde birden fazla antikor pozitifligi saptanmamistir.
Arsivlerimizde esli serum/BOS &rnekleri bulunan ve yeterince ayrintili
klinik oyku ile takip verisine sahip olan bu hastalarin 45'i calismamiza
dahil edilmis ve daha 6nce 6nerilen tani kilavuzlarina gore kesin, olasi
(probable) ve muhtemel (possible) OE olarak siniflandiriimistir (6).
Dahil edilen tim hastalarin subakut baslangici tic aydan kisa, ortalama
(+ standart sapma) takip suresi 36,9+7,8 ay (aralik: 14-192 ay) olarak
kaydedilmis ve tiim hastalarda ayrintili ayirici tani prosedirlerinden sonra
potansiyel alternatif nedenler dislanmistir.

Demografik ¢zelliklere, klinik semptomlara ve destekleyici laboratuvar
bulgularina ek olarak, takip siiresince maksimum modifiye Rankin dlcegi
(mRS) skoru, immunosupresif tedaviye yanit, tedaviye direncli nébetlerin
varlig ve eslik eden hastaliklar kaydedilmistir (Tablo 1). Otuz sekiz hasta
immunoterapi icin onay verdi ve birinci basamak immuinoterapiye (yani,
intraven6z puls metilprednizolon ve intraven6z immunoglobulin veya
plazma degisimi) yanitin degerlendirilmesi icin ayrintili takip verilerine
sahipti. Immuinoterapiye yanit, tam fonksiyonel iyilesme (nihai mRS=0)
veya takip stresindeki maksimum mRS skorundan en az ti¢c puanlik bir
dususe karsilik gelen, klinik olarak anlamli bir nérolojik diizelme seklinde
tanimlanmistir. N6bet tedavisine direng, iki veya daha fazla antiepileptik
ilag kullanilmasina ragmen klinik nébet aktivitesinin baskilanmamasi
olarak tanimlanmustir. Calisma, kurumsal Etik Kurul tarafindan onaylanmis
ve tim katilimailar yazih bilgilendirilmis onamlarini vermistir. Calisma,
Helsinki Bildirgesi'nin etik ilkelerine uygun olarak ytratilmastar.

In-House Canli HTT

Tum &rnekler, herhangi bir immiinoterapiye baglanmadan 6nce OFE'nin
aktif evresinde toplanmis ve kullanilana kadar -80°C'de saklanmistir. Canli
HTT, insan NMDAR-EGFP, LGIT-EGFP ve CASPR2-EGFP eksprese eden
HEK293T hticreleri tzerinde gerceklestirilmistir. Transfekte edilen hucreler,
N-2-hidroksietil piperazin-N-2-etan stilfonik asit (HEPES) ve %5 sigir serum
albtimini (BSA) igeren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) iginde
seyreltilmis serum (NMDAR igin 1:20; LGI1 igin 1:20; CASPR2 icin 1:100) ve
BOS (her antijen icin 1:2 seyreltme orani) 6rnekleri ile oda sicakliginda bir
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan hiicreler, PBS icinde %4 PFA
ile 10 dakika fikse edilmis, yikanmis ve oda sicakliginda 45 dakika boyunca
Alexa Fluor 568 kegi anti-insan IgG sekonder antikoru (1:750, A-21090,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ile inkibe edilmistir.
Yikamalardan sonra, niikleer boyama igin 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) uygulanmistir. Antijen eksprese eden HEK293T hiicrelerine spesifik
1gG baglanmasinin varligini degerlendirmek igin floresan mikroskobu
(CTR6000, Leica, Wetzlar, Almanya) kullaniimistir.

In-House Doku Temelli Test (DTT)

Doku temelli test icin immunohistokimyasal boyama, vaka 6rneklerinde
anti-néronal antikor taramasi amaciyla %4 paraformaldehit (PFA) ile fikse
edilmis sican beyni kesitlerinde (10 um kalinhiginda) gergeklestirilmistir.
Ardisik %0,3 hidrojen peroksit ve %5 normal keci serumu (NGS)
blokajindan sonra, kesitler hasta 6rnekleri ile (serum icin 1:200; BOS
icin 1:2) +4°C'de gece boyunca inkibe edilmistir. Ertesi gun, yikama
adimlarindan sonra, oda sicakhiginda bir saat boyunca sekonder
biyotinli keci anti-insan immiinoglobulin G (IgG) (1:750, BA-3000, Vector
Laboratories, Newark, CA, USA) antikoru uygulanmistir. Avidin-biyotin
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Tablo 1. Hem canli hem de fikse hticre temelli testlerde (HTT) antikor saptanan hastalar ile sadece fikse HTT pozitif olan hastalarin klinik

ozelliklerinin karsilastiriimasi

Canli ve Fikse HTT Pozitif Vakalar Sadece Fikse HTT Pozitif Vakalar
(n=30) (n=15) p degeri
Yas 51,9+18,9 49,7£18,7 0,359
Cinsiyet 17 erkek 9 erkek 0,831
Fikse HTT ile BOS'ta anti-noronal antikor pozitifligi 15 7 0,833
Antikor pozitiflik skoru ;ﬁ:]? 13//24__123 0,103
CASPR2-4 CASPR2-4
Anti-néronal antikor tipi LGIT-9 LGIT-1 0,163
NMDAR-17 NMDAR-10
21 - kesin (definite) 0 - kesin (definite)
Otoimmiin ensefalit kriterlerine gére tani 9 - muhtemel (possible) 4 - muhtemel (possible) <0,001
0 - ensefalit degil 11 - ensefalit degil
Viral prodromal bulgular 3 3 0,352
Kisa suireli bellek kaybi 23 4 0,001
Mental durum degisikligi 15 1 0,004
Katatoni 1 1 0,609
Psikiyatrik semptomlar 22 3 0,001
Otonomik semptomlar 5 1 0,352
Hareket bozukluklari 8 2 0,311
Yz diskinezisi 3 0 0,205
Epileptik nobetler 19 3 0,006
Miyoklonik nébetler 5 0 0,093
Jeneralize tonik-klonik nobetler 15 3 0,053
Fokal nébetler 11 0 0,007
Status epileptikus 5 2 0,771
Tedaviye direncli nobetler 6 0 0,063
Maksimum mRS skoru 2,6+1,8 2,1+1,1 0,206
immiinoterapiye olumlu yanit* 18/26 5/12 0,106
4 Kanser 2 Kanser
- .
Eslik eden hastalik 2 Ofo?nf\éz:sﬁiiltglhk]ar 1 Ot(;ifn\:[?nnshe:zlt“aﬁllklar 0.651
21 Yok 12 Yok
Anormal EEG bulgular™** 23 3 <0,001
EEG'de periyodik dalga aktivitesi 2 1 >0,999
EEG'de fotik stimiilasyona anormal yanit 6 1 0,245
EEG'de yaygin yavas dalga aktivitesi 18 3 0,011
EEG'de yaygin keskin/diken dalga aktivitesi 4 0 0,138
EEG'de yaygin yavas veya keskin/diken dalga aktivitesi 20 3 0,003
MRG'de bilateral temporal lob lezyonlari 24 1 <0,001
BOS pleositozu (>5 mm?) 14 3 0,082
BOS hiicre sayisi (hiicre/mm3) 249+16,4 162,3+206,3 0,184
Serum norofilament hafif zincir (pg/ml) 411£27,9 111,0£91,4 0,020

Parametrik degiskenler ortalama #* standart sapma olarak belirtilmistir.

* immiinoterapi 38 vakaya uygulanmistr.

** Periyodik dalga aktivitesi, fotik stimiilasyona anormal yanit, yaygin yavas dalga, yaygin keskin/diken dalga aktivitesinden bir veya daha fazlasinin varligi.

# Bu ¢ hastaya HSV sonrasi otoimmiin ensefalit tanisi konmustur.

Kalin yazilan karakterler istatistiksel olarak anlamli p degerlerini gostermektedir.
BOS: beyin omurilik sivisi; mRS: modifiye Rankin skalasi; HSV: herpes simpleks virtst.

kompleksi ve 3,3'-diaminobenzidin (DAB) (ZH0306, Vector Laboratories,
Newark, CA, USA) ile kromojenik tespitin ardindan kesitler hematoksilen
ile boyanmis ve kapatiimistir. Her bir néronal yiizey antikorunun
boyanma paternleri, 6zellikle hipokampus bélgesi icin, mikroskop altinda
(CTR6000, Leica, Wetzlar, AlImanya) degerlendirilmistir.

Serum NFL Diizeyleri

Nérofilament hafif zincir diizeyleri, Greticinin talimatlarina gére Siemens
Healthineers Atellica Analizori (Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, NY, USA) ile élguilmistr. Uretici tarafindan énerildigi tizere,
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13,9 pg/ml'den yuksek serum NFL dlzeyleri yiiksek olarak kabul edilmistir.
Bu testin NFL &lcim sonuglarinin, serum NFL &lcumleri icin kullanilan
diger testlerle 6Gnemli 6lcude korelasyon sergiledigi saptanmustir (7). Tim
testler, test personeli klinik taniya kor olacak sekilde yurGttlmastir.

istatistiksel Analiz

iki grup arasindaki karsilastirmalar, gerektiginde Mann-Whitney U (mRS
skoru), Student’s t-testi (yas, serum NFL duzeyleri, BOS hiicre sayilari) ve
ki-kare (kalan tum kategorik degiskenler) kullanilarak gergeklestirildi. p
<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Noronal Yiizey ve Sinaps Antikorlari Taramasinin Sonuclar
Fikse HTT kullanilarak sirasiyla 27, 10 ve sekiz hastada NMDAR, LGI1 ve
CASPR2 antikorlari tanimlandi. Kirk bes hastanin hicbirinde AMPAR1/2,
GABABR, DPPX ve GAD antikorlari pozitif bulunmadi.

In-house canli HTT, 30 (%67) hastada NMDAR, LGI1 ve CASPR2 antikoru
pozitifligini dogruladi. Bu 30 hasta arasinda, fikse HTT ile 17 hastada
NMDAR antikoru (yedi serum ve BOS, bes sadece BOS, bes sadece
serum), dokuz hastada LGI1 antikoru (bir serum ve BOS, bir sadece BOS,
yedi sadece serum) ve dort hastada CASPR2 antikoru (bir serum ve BOS,
¢ sadece serum) bulundu. Canl HTT, fikse HTT'de sadece NMDAR
antikoru seropozitifligi olan dért hastanin BOS'unda NMDAR antikorunu
(canh HTT ile 11 serum ve BOS, bes sadece BOS, bir sadece serum) ve
fikse HTT'de sadece CASPR2 antikoru seropozitifligi olan iki hastanin
BOS'unda CASPR2 antikorunu (canli HTT ile ti¢ serum ve BOS, bir sadece
serum) saptadi. In-house DTT, canli HTT ile belirlenen ilgili NMDAR, LGI1
ve CASPR2 antikoru pozitif hastalarda daha énce tanimlanmis olan (8,9)
karakteristik boyanma paternlerini gosterdi. Canli HTT ve DTT sonuglari
arasinda hicbir uyumsuzluk yoktu.
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Geriye kalan 15 (%33) fikse HTT pozitif hastada, NMDAR (dért sadece
serum, alti serum ve BOS), LGIT (1 sadece serum) ve CASPR2 (li¢c sadece
serum, bir serum ve BOS) antikorlari i¢in (Tablo 2) immiin reaktivite canli
HTT ile dogrulanamadi. Benzer sekilde, in-house DTT de bilinen veya
henliz karakterize edilmemis IgG reaktivite paternleri ile uyumlu kayda
deger bir boyanma gostermedi. Dondurulmus sican beyni kesitlerindeki
glial hicrelerle de bir reaktivite saptanmadi. Genel olarak, fikse HTT
sonuglarinin canli HTT/DTT c¢alismalariyla dogrulanamama oranlari
NMDAR, LGI1 ve CASPR2 antikorlari icin sirastyla %37, %10 ve %50 idi.

Fikse ve Canli HTT Pozitif Hastalarin Karsilastirilmasi

Sadece fikse HTT pozitifligi olan hastalar (n=15) ile fikse/canli HTT antikor
pozitifligi olan hastalar (n=30) arasinda yas, cinsiyet, antikor pozitiflik
skorlari, BOS 6rneklerinde antikor pozitifligi ve antikor tipleri agisindan
anlamli bir fark yoktu. Bununla birlikte, canli HTT ile pozitif sonug gosteren
hastalar, fikse HTT ile daha yiiksek antikor pozitiflik skorlari sergileme
egilimi gosterdi. Canli HTT sonuglari pozitif olan anlamli derecede daha
fazla sayida hasta kesin OE kriterlerini karsiladi (n=21) ve tiim canli HTT
pozitif hastalar ya kesin ya da muhtemel (n=9) OE kriterlerini karsiladi.
Buna karsilik, sadece fikse HTT pozitif olan hastalarin sadece dérdu

Tablo 2. Fikse hiicre temelli test (HTT) ile anti-néronal antikorlari pozitif bulunan ancak canli HTT veya doku temelli test (DTT) ile

saptanamayan vakalarin demografik ve klinik 6zellikleri

Yas/ Serum BOS Limbik Diger Eslik eden iT'ye
Vaka | Cinsiyet Ab/skoru*  Ab/skoru*| VP | semptomlar semptomlar MRG BOS EEG hastalik yanit
1 36/Et | NMDAR+++ (-) Yok Yok Goérme kaybi BL oksipital Normal Normal Yok Yanit var
lezyonlar
2 42/Ef | NMDAR+++ (-) Var Yok Ataksi serebellar, beyin Normal Normal Yok Yanit var
sap! lezyonlari
3 52/Kt CASPR2+ CASPR2+ | Yok Yok Ataksi Normal Normal Normal Meme Ka | Yanitvar
4 28/Kt NMDAR+ | NMDAR++ | Var Yok Gorme kaybi Meningeal 400 h“fre/ Yaygin yavas Over Yanit var
kontrast tutulumu mm dalgalar teratomu
5 62/Ef | NMDAR+ () Var Yok Ataksi serebellar, beyin | 57 hicre/ Normal Yok Yanit var
sap! lezyonlari mm
6 61/Et CASPR2+ (-) Yok Yok Parkinsonizm Normal Normal Normal Yok Yanit yok
7 58/Kt LGIT+ (-) Yok KS bellek Yok Normal Normal Yaygin yavag SLE Yanit yok
kaybi dalgalar
KS bellek .
8 28/Kt NMDAR+ | NMDAR+ | Yok . Katatoni Normal Normal Normal Yok Yanit yok
kaybi, psikoz
9 50/Kt NMDAR+ (-) Yok Yok Ataksi Normal Normal Normal Yok Tedavi yok
10 28/Ef NMDAR+ | NMDAR+ | Yok Yok Ataksi Normal Normal Normal Yok Tedavi yok
11 80/K* NMDAR+ NMDAR+ | Yok Yok Distoni Normal Normal Normal Yok Tedavi yok
BL medial
12 48/Eft CASPR2+ (-) Yok Psikoz Yok temporal Normal Normal Yok Yanit yok
lezyonlar
Yaygin yavas
KS bellek d:‘gff“:;g;?g
13 69/Ett | NMDAR++ | NMDAR++ | Yok ke}ybl,'!(oma, Otonomik Normal 30 hucre/ periyodik Yok Yanit yok
ilk nébet, semptomlar mm? dalealar fotik
GTKN-SE 'gaan
stimulasyona
anormal yanit
KS bellek
14 24/Ett CASPR2+ (-) Yok kaybi, ilk Yok Normal Normal Normal Yok Yanit yok
nobet, GTKN-
SE
15 80/Ett NMDAR+ NMDAR+ | Yok Psikoz, ilk Yok Normal Normal Normal Yok Yanit yok
nobet, GTKN

* Fikse HTT ile antikor baglanma skorlari (-, baglanma yok; +, zayif; ++, orta; +++, gii¢li baglanma)

t Klinik 6zellikleri kesin veya muhtemel otoimmiin ensefalit kriterlerini karsilamayan vakalar.

tt Klinik 6zellikleri kesin degil ancak muhtemel otoimmiin ensefalit kriterlerini karsilayan vakalar.

E: erkek; K: kadin; Ab: antikor; BOS: beyin omurilik sivisi; Ka: kanser; SLE: sistemik lupus eritematozus; im: immunoterapi; KS: kisa streli; BL: bilateral; GTKN: jeneralize tonik klonik
nobetler; SE: status epileptikus; VP: viral prodromal bulgular.
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muhtemel OE kriterlerini karsiladi ve geri kalan 11 hasta kesin, olasi veya
mumkin OE kriterlerini karsilamadi (Tablo 2).

Canli HTT porzitif hastalar; kisa sureli bellek kaybi, mental durum
degisikligi, psikiyatrik semptomlar, epileptik nébetler, fokal nobetler ve
OFEyi dustinduren anormal EEG ve MRG bulgularini, sadece fikse HTT
pozitif antikor sonuglar olan hastalara gére anlaml derecede daha
yiksek oranlarda gosterdi. Gruplar arasinda maksimum mRS skorlari ve
imminoterapiye yanit agisindan anlamli bir fark yoktu. Bununla birlikte,
NMDAR antikoru pozitif hastalar (3,0£1,0), LGI1/CASPR2 antikoru pozitif
hastalara gore anlamli derecede daha yiksek mRS skorlari sergiledi
(1,8+1,5) (p=0,033).

Eslik eden hastalik profilleri her iki grupta benzer olsa da herpes simpleks
virist (HSV) ensefaliti sonrasi durum sadece canli HTT pozitif grupta
saptandi (n=3). Benzer sekilde, istatistiksel olarak anlamli olmasa da yuz
diskinezisi, miyoklonik ndbetler, tedaviye direngli nébetler ve EEG'de
yaygin keskin/diken dalga aktivitesi gibi bazi klinik 6zellikler sadece canli
HTT pozitif grupta bulundu. Beyin omurilik sivisi pleositoz oranlari ve
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BOS hiicre sayilari canli ve fikse HTT pozitif gruplar arasinda benzerken,
pozitif canli HTT sonuglari olan hastalar anlamli derecede daha dustk
serum NFL duzeyleri gosterdi (Tablo 2). Otuz canli HTT pozitif hastanin
28'i ve 15 fikse HTT pozitif hastanin 12'si yuksek (>13,9 pg/ml) serum NFL
duzeyleri gosterdi (p=0,180). Serum NFL duzeyleri, mRS skorlari dahil
parametrik degiskenlerle korelasyon géstermedi.

Sadece Fikse HTT Pozitif Hastalarin Ozellikleri

Uyumsuz HTT sonuclari olan hastalari daha iyi karakterize etmek
icin, ornekleri fikse HTT'de pozitif ancak canli HTT'de negatif bulunan
hastalarin klinik 6zelliklerine odaklandik (Tablo 2). Kesin veya olasi OE
kriterlerini karsilamayan hastalar cogunlukla limbik semptomlardan ve
OFyi dusitndiren destekleyici laboratuvar ozelliklerinden yoksundu
(Vaka 1-6, 9-11). Bununla birlikte, bu grubun bazi hastalari otoimmiin
ensefalopatiyi distinduren limbik semptomlar (Vaka 7, 8, 12-15),
bilateral medial temporal lezyonlar (Vaka 12), BOS pleositozu (Vaka 4, 5,
13), anormal yaygin EEG bulgulari (Vaka 4, 7, 13), altta yatan kanserler ve
immunoterapiye yanit (Vaka 1-5) sergiledi. Vaka 4'tin bulgulari (serum ve
BOS'ta NMDAR antikoru, meningeal kontrast tutulumu, BOS pleositozu,

Tablo 3. Fikse hiicre temelli test (HTT) pozitif olan ve immUinoterapiye iyi yanit veren ve vermeyen hastalarin klinik 6zelliklerinin karsilastirimasr*

Yanith (n=23) Yanitsiz (n=15) p degeri
Yas 51,8+13,4 50,3+22,6 0,410
Cinsiyet 14 erkek 8 erkek 0,646
Fikse HTT ile BOS'ta anti-noronal antikor pozitifligi 10 8 0,552
. o 1/2-16 1/2-11
Antikor pozitiflik skoru 3/4-7 3/4-4 0,802
CASPR2-3 CASPR2-3
Anti-néronal antikor tipi LGIT1-7 LGI1-3 0,015
NMDAR-13 NMDAR-9
. - s . . 12 - kesin (definite) 6 - muhtemel 5 - kesin (definite) 7 - muhtemel
Otoimmiin ensefalit kriterlerine gore tan: (possibl(e) 5- er?sefalit degil (possitsle) 3- er)15efalit degil 0.395
Viral prodromal bulgular 6 0 0,031
Kisa suireli bellek kaybi 13 11 0,294
Mental durum degisikligi 8 7 0,464
Katatoni 1 1 0,477
Psikiyatrik semptomlar 14 8 0,646
Otonomik semptomlar 1 4 0,014
Hareket bozukluklar 4 4 0,493
Yiiz diskinezisi 0 1 0,209
Epileptik nébetler 11 8 0,740
Miyoklonik nébetler 3 2 0,979
Jeneralize tonik-klonik nébetler 8 7 0,464
Fokal nobetler 5 5 0,428
Status epileptikus 2 4 0,137
Tedaviye direncli nobetler 3 3 0,502
Maksimum mRS skoru 1,8+0,9 3,6£2,0 0,010
4 Kanser 1 Kanser
. 1 HSV ensefaliti* 1 HSV ensefaliti*
Eslik eden hastalik 2 Otoimmin hastaliklar 1 Otoimmuin hastaliklar 0.785
16 Yok 12 Yok
Anormal EEG bulgular** 14 9 0,804
EEG'de periyodik dalga aktivitesi 1 2 0,315
EEG'de fotik stimiilasyona anormal yanit 3 3 0,565
EEG'de yaygin yavas dalga aktivitesi 10 8 0,552
EEG'de yaygin keskin/diken dalga aktivitesi 1 1 0,754
EEG'de yaygin yavas veya keskin/diken dalga aktivitesi 11 8 0,740
MRG'de bilateral temporal lob lezyonlari 16 9 0,543
BOS pleositozu (>5 mm?) 10 6 0,832
BOS hiicre sayisi (hiicre/mm3) 62,7£119,5 32,5+£19,6 0,226
Serum nérofilament hafif zincir (pg/ml) 63,8+64,0 73,8+80,4 0,376

Parametrik degiskenler ortalama #* standart sapma olarak belirtilmistir.
* immiinoterapi, fikse HTT pozitif 45 olgunun 38'ine uyguland..

**Periyodik dalga aktivitesi, fotik stimilasyona anormal yanit, yaygin yavas dalga, yaygin keskin/diken dalga aktivitesinden bir veya daha fazlasinin varligi.

#Bu iki hastaya HSV sonrasi (post-HSV) otoimmiin ensefalit tanisi konuldu.
Kalin yazilan karakterler istatistiksel olarak anlamli p degerlerini gostermektedir.
BOS: beyin omurilik sivisi; mRS: modifiye Rankin skalasi; HSV: herpes simpleks virtist.
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yaygin yavas dalgalar, over teratomu ve immunoterapiye yanit) 6zellikle
paraneoplastik otoimmiin meningoensefaliti dustindurtyordu. Bu
bulgular over teratomunun eslik edebilecegi glial fibriler asidik protein
astrositopatisi (10) ile uyumlu olsa da hastanin serum ve BOS'u DTT'de
astrositik boyanma paterni vermedi. Benzer sekilde, yine serum/
BOS NMDAR antikoru olan Vaka 13, olasi (probable) anti-NMDAR
ensefaliti kriterlerini karsiladi (6) ancak NMDAR eksprese eden HEK293T
hucrelerinde veya dondurulmus sican beyni kesitlerinde herhangi bir
spesifik IgG reaktivitesi gbstermedi.

immiinoterapiye Olumlu Yanut ile iliskili Faktorler

Birinci basamak immunoterapi almis olan tum hasta kohortu (n=38)
analiz edildiginde; daha yiiksek maksimum mRS skoruna sahip, viral
prodromal bulgulari olan ve otonomik semptomlari olmayan hastalarin
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immunoterapiye yanit verme olasiliginin daha ytiksek oldugu belirlendi.
Ayrica, tedaviye yanit vermeyen grupta NMDAR antikoru prevalansi biraz
daha yuksekti; bunun nedeni muhtemelen NMDAR ensefaliti hastalarinin
maksimum mRS skorunun (3,0£1,0), LGIT/CASPR2 ensefaliti hastalarina
gore (1,8+1,5, p=0,033) anlamli derecede daha yiiksek olmasiydi (Tablo 3).
Hem fikse hem de canli HTT ile néronal antikor saptanan hastalar analiz
edildiginde de (n=26) tedaviye yanitla benzer faktorler iliskili bulundu.
Daha yuksek maksimum mRS skoruna sahip, yuz diskinezisi olmayan
ve otonomik semptomlari olmayan hastalarin immunoterapiye yanit
verme olasiligi daha yuksekti (Tablo 4). Demografik 6zellikler, antikor
pozitiflik skorlari, eslik eden hastaliklar, limbik semptomlar, destekleyici
laboratuvar bulgulari ve NFL duzeyleri immunoterapiye yanit ile iliskili
bulunmadi (Tablo 3, 4).

Tablo 4. Hem fikse hem de canli hiicre temelli test (HTT) pozitif olan ve immunoterapiye iyi yanit veren ve vermeyen hastalarin klinik

ozelliklerinin karsilagtirimasr*

Yanith (n=18) Yanitsiz (n=8) p degeri
Yas 54,0+12,9 48,4+25,4 0,284
Cinsiyet 11 erkek 3 erkek 0,285
Fikse HTT ile BOS'ta anti-noronal antikor pozitifligi 8 5 0,395
Antikor pozitiflik skoru 13//24__153 ;ﬁj 0,272
CASPR2-2 CASPR2-0
Anti-néronal antikor tipi LGI1-7 LGI1-2 0,407
NMDAR-9 NMDAR-6
Otoimmiin ensefalit kriterlerine gére tani 12 - kesin > - kesin 0,837
6 - muhtemel 3 - muhtemel '
Viral prodromal bulgular 3 0 0,219
Kisa siireli bellek kaybi 13 7 0,393
Mental durum degisikligi 7 6 0,089
Katatoni 1 0 0,496
Psikiyatrik semptomlar 14 5 0,954
Otonomik semptomlar 1 3 0,037
Hareket bozukluklar 4 2 0,876
Yz diskinezisi 0 2 0,027
Epileptik nobetler 11 5 0,946
Miyoklonik nébetler 2 2 0,365
Jeneralize tonik-klonik nébetler 8 4 0,793
Fokal nobetler 5 5 0,093
Epileptik status 2 2 0,365
Tedaviye direncli nobetler 3 3 0,245
Maksimum mRS skoru 1,6+0,7 43120 0,005
2 Kanser 1 Kanser
- o
Eslik eden hastalik 2 Otomrmti hastal 0 Otommi hastalk 0.741
13 Yok 6 Yok
Anormal EEG bulgular** 13 7 0,393
EEG'de periyodik dalga aktivitesi 1 1 0,539
EEG'de fotik stimiilasyona anormal yanit 3 2 0,619
EEG'de yaygin yavas dalga aktivitesi 9 7 0,069
EEG'de yaygin keskin/diken dalga aktivitesi 2 1 0,918
EEG'de yaygin yavas veya keskin/diken dalga aktivitesi 10 7 0,114
MRG'de bilateral temporal lob lezyonlari 14 7 0,561
BOS pleositozu (>5 mm?3) 8 5 0,395
BOS hiicre sayisi (hiicre/mm3) 21,3£12,0 33,0£21,9 0,159
Serum norofilament hafif zinciri (pg/ml) 37,8243 39,4+21,2 0,447

Parametrik degiskenler ortalama #* standart sapma olarak belirtilmistir.
* immiinoterapi, fikse HTT pozitif 45 olgunun 38'ine uyguland..

** Periyodik dalga aktivitesi, fotik stimiilasyona anormal yanit, yaygin yavas dalga, yaygin keskin/diken dalga aktivitesinden bir veya daha fazlasinin varligi.

# Bu iki hastaya HSV sonrasi otoimmiin ensefalit tanisi konmustur.

Kalin yazilan karakterler istatistiksel olarak anlamli p degerlerini gostermektedir.

BOS: beyin omurilik sivisi; mRS: modifiye Rankin skalasi; HSV: herpes simpleks virtist.
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TARTISMA

Bulgularimiz, néronal ylzey antikorlarinin saptanmasinda canli htcre
ve doku temelli testlerin, fikse hiicre temelli testlere gore daha yuksek
tanisal guvenilirlik sagladigini géstermektedir. Canli HTT/DTT ile antikor
varligi dogrulanan hastalar siklikla kesin OE kriterlerini karsilamis ve MSS
enflamasyonu ile uyumlu limbik semptomlar ve MRG/EEG/BOS 6zellikleri
sergilemistir (6). Buna karsilik, antikor pozitifligi yalnizca fikse HTT ile
saptanan hastalarin nemli bir kismi OE tani kriterlerini karsilamamuistir.
Bu durum, fikse HTT'nin klinik olarak iliskisiz veya yalanci pozitif sonuglar
verebilecegine dair o6nceki gozlemleri desteklemektedir. Dolayisiyla
bulgularimiz, yeni bir etno-cografi ortamda, canli HTT/DTT sonuglarinin
yerlesik tani kriterleri ile entegrasyonunun, gercek OE ile OE taklitleri
arasindaki ayrimi iyilestirebilecegini dogrulamaktadir (3-5). Aksine hem
canli hem de fikse HTT'ler ile antikorlari tanimlanan hastalar benzer
tedavi yaniti ve kanser oranlari géstermistir. Bu durum da canli HTT'nin
temel klinik degerinin tedavi yanitini veya kanser riskini 6ngérmekten
ziyade dncelikle tanisal dogrulugu artirmada yattigina isaret etmektedir.

Fikse HTT'de, fiksatif madde hedef antijenin konformasyonunu
degistirebilir. Bu durum hastanin IgG baglanma olasiligini ve testin
genel duyarhhigini azaltr. Canli HTT ve DTT'de antijenlerin dogal
konformasyonunun korunmasi ise daha yuksek duyarlilikla sonuclanir.
Dolayisiyla, canli HTT/DTT'nin bu Ustin yonunun, fikse HTT ile
saptanamayan BOS antikorlarinin tanimlanmasini saglamis olmasi
mumkiindur. Dahasi, 6nceki calismalarla (3,5) uyumlu olarak sonuglarimiz,
en sik goriilen ti¢ noéronal ytizey antikoru olan NMDAR, LGI1 ve CASPR2
antikorlari igin fikse HTT'nin yalanci pozitiflik oraninin %33 kadar yuksek
olabilecegini gostermistir. Bu durum, tanisal stirecler sirasinda antikor
sonuclarinin ihtiyatla degerlendirilmesi ve klinisyenlerin her zaman klinik
sendrom ile tanimlanan antikor tipi arasinda bir iliski aramasi gerektigi
gercegini vurgulamaktadir.

Kesin OE kriterlerini karsilamayan ve canlt HTT/DTT negatif olan bes hastada,
fikse HTT'nin BOS'ta antikor gdstermesi, BOSta antikor saptanmasinin
yalanci pozitifligi mutlaka ortadan kaldirmadigini dustindtrmektedir.
istatistiksel olarak anlamli olmasa da canli HTT/DTT pozitif hastalar
fikse HTT'de daha yuksek antikor baglanma skorlari gosterme egilimi
sergilemistir. Bu nedenle, fikse HTT ile zayif-orta diizeyde baglanma skoru
gosteren ve OE kriterlerini karsilamayan hastalarda, antikor sonuglarinin
canli HTT ile dogrulanmasini 6neriyoruz. Eslik eden bozukluklara gelince,
HSV ensefaliti 6ykust, sadece canli HTT/DTT pozitif hastalarda bulunan
tek etiyolojik 6zellikti ve bu nedenle OE tanisi icin yardimci bir destekleyici
ozellik olarak kullanilabilir. Eslik eden otoimmun bozukluklar ve kanser,
canl HTT/DTT pozitif ve negatif hastalar arasinda esit derecede yaygindi.
Dikkat cekici bir sekilde, sistemik lupus eritematozus 6ykusi olan Vaka
7'de, incelenen antikorlarin hicbirinin canli HTT/DTT ile tanimlanamamis
olmasi, 6nceki raporumuzla (11) uyumludur.

Destekleyici laboratuvar bulgulari arasinda, EEG'de yaygin yavas dalgalar
ve MRGde bilateral temporal lezyonlar, canli HTT/DTT pozitifligi ile
yakindan iliskili faktorler olarak 6ne cikmistir. Ayrica, yavas ve keskin/
diken dalga aktivitesine ek olarak periyodik aktivite ve fotik stimulasyona
yanit gibi genis bir EEG anomalileri yelpazesinin incelenmesi, EEG'nin
OE tanisinda bir arag olarak duyarliigini artirmistir. Ozellikle, canli HTT/
DTT pozitifligi olan hastalar fokal, miyoklonik, jeneralize tonik-klonik
ve tedaviye direncgli ndbetlerin prevalansinda artis egilimi gostermistir.
Bu da bu ozelliklerin OE tani kriterlerinin bir parcasi olabilecegini
distindiirmektedir. Onceki bir yayinla benzer olarak (2), BOS pleositozu
hem canli hem de fikse HTT pozitif hastalarda bulunmustur ve bu nedenle
enflamatuvar BOS 6zelliklerinin OE tanisindaki destekleyici etkisinin daha
dustk oldugu dusunulebilir.

Ozellikle, canli HTT/DTT pozitif ve negatif hastalar immunoterapiye
benzer bir yanit gostermistir. Bu durum sadece fikse HTT ile antikorlar
tanimlanan hastalarin da immunsupresif tedaviye yanit verebilecegini
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dustindurmektedir. Tablo 2'deki fikse HTT pozitif hastalarin daha
yakindan incelenmesi, hastalarin énemli bir kisminin altta yatan
kanser, viral prodromal bulgular, bilateral temporal lob lezyonlari, BOS
pleositozu, limbik semptomlar ve imminoterapiye olumlu yanit gibi
OFE'yi dustinduren 6zellikler sergiledigini ve Vaka 13'tin olasi anti-NMDAR
ensefaliti kriterlerini bile karsiladigini ortaya koymustur. Olasi otoimmiin
benzeri &zelliklere sahip benzer canli HTT negatif hastalar bildirilmis ve
yakin tarihli bir yayinda bu kisiler olasi néroenflamatuvar bozuklugu olan
hastalar olarak kategorize edilmistir (2).

Norofilament hafif zincir duzeylerinin OEde arttig iyi bilinmektedir
ve bizim OE kohortumuzda da durum béyleydi (12). ilging bir sekilde,
NFL dizeyleri fikse HTT pozitif grupta, OE kriterlerini karsilayan canh
HTT pozitif hastalara gére daha da yuksekti. Ayrica, tedaviye yaniti olan
ve olmayan hastalar benzer NFL diizeyleri gostermistir. Bu bulgular,
NFLnin OFde tanisal ve prognostik bir biyobelirteg olarak kullanishhgini
azaltmaktadir. Hastalik aktivitesi ile NFL duzeyleri arasindaki korelasyon
eksikligi zaten bildirilmistir (12). Dahasi, fikse HTT pozitif grupta yuksek
BOS hiicre sayilari ile artan NFL duzeyleri ve makul bir takip stresinde
altta yatan etiyolojik bir faktoriin tanimlanamamasi, yukarida tartisildig
gibi, bu grubun en azindan bazi hastalarinin néroenflamasyon kaynakli bir
nérodejenerasyon surecinden geciyor olabilecegini dustindurmektedir.
Sican beyni kesitlerinin noronlari ve glial hiicreleri ile kayda deger bir IgG
reaktivitesinin olmamasi, bu hastalarda humoral immuniteden ziyade
hucresel immunitenin rol oynayabilecegini dustindurmektedir.

Son olarak, sadece fikse HTT ile tanimlanan serum/BOS antikorlarinin,
enflamasyon kaynakl néronal yikim yoluyla salinan ve immiin sisteme
maruz kalan intraselliler dogrusal epitoplarla reaksiyona giriyor
olabilecegini ve aslinda devam eden néroenflamasyonun bir géstergesi
olabilecegini spekiile etmek uygun olabilir. Bu varsayim hem fikse hem
de canli HTT/DTT'de negatif olan, nérolojik semptomlara sahip bireylerin
klinik, laboratuvar, tedavi yaniti ve antikor saptama ozelliklerinin
karsilastiriimasiyla dogrulanabilir. Béyle bir kontrol grubunun olmamasi
bu calismanin bir limitasyonudur. Bir diger kisithlik ise, baslangicta
antikor pozitifligi tanimlanan hastalarin sadece bir alt kimesinin
calismaya dahil edilmesinden kaynaklanan potansiyel secim yanliligidir.
Tarama doéneminde 208 pozitif vaka saptanmis olmasina ragmen,
mevcut analiz esli serum/BOS &rnekleri bulunan ve yeterince ayrintil
klinik takip verilerine sahip 45 hastaya odaklanmustir. Bu yaklasim daha
glivenilir bir klinik-radyolojik korelasyon kurulmasina olanak tanimis
olsa da bulgularin genellenebilirligini sinirlayabilir. Ek olarak, verilerimiz
retrospektif olarak toplanmistir ve 6rneklem boyutu LGI1 ve CASPR2 gibi
daha az yaygin antikorlar icin sinirli sayidaydi.

Genel olarak sonuglarimiz, canlt HTT sonuclari ile kesin OE kriterleri arasinda
daha &nce belirlenmis olan 6rtlismeyi dogrulamakta, daha énce 6nerilen
OE iliskili klinik ve laboratuvar &zelliklerini valide etmekte ve OE'nin ayirici
tanisinda ve tedavi kararlarinda potansiyel olarak yardimci olabilecek
yeni faktorler sunmaktadir. Bulgularimiz ayrica, OE olmayan ancak olasi
néroenflamatuvar bozuklugu olan hastalarin varligini vurgulamakta
ve immunoterapiye yanit verme durumu icin klinik kriterlerin ve yeni
biyobelirteclerin inovasyonuna duyulan ihtiyaci ortaya koymaktadir.
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