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Oligoklonalni IgG a volné lehké retézce — srovnani
izoelektrické fokusace v agar6zovém

a polyakrylamidovém gelu

Oligoclonal IgG and free light chains — comparison between agarose

and polyacrylamide isoelectric focusing

Souhrn

Cil: Porovnani izoelektrické fokusace v agarosovém a polyakrylamidovém gelu pro detekci
oligoklonélnich past imunoglobulinu G (o-1gG) a oligoklonélnich volnych lehkych fetézc(
(oligoclonal free light chains; o-fLC). Soubor a metody: Detekce oligoklonalnich past byla provedena
v sérii 106 (0-1gG), resp. 48 (0-fLC) konsekutivnich parovych vzork( likvort a sér. Pro srovnani obou
metod a shody mezi hodnoticimi byla pouZita statistika kappa. Vysledky: Pii rozdélenf nalez( na
negativni a pozitivni byly rozdilné hodnoceny jen tfi vzorky (2,8 %) pro o-IgG, tii vzorky (6,2 %)
pro o-fLC kappa a jediny vzorek (2,1 %) pro o-fLC lambda. V téchto diskrepantnich pfipadech byl
pozorovan rozdil nejvyse tif past. Shoda mezi hodnoticimi pro o-fLC byla velmi dobré (k = 0,906
1,000). Zdvéry: Prestoze polyakrylamidovy gel mlze byt teoreticky vyhodnéjsi vzhledem k mensi
velikosti porl a lepsimu rozliseni, nase vysledky byly jak pro o-IgG, tak pro o-fLC velmi podobné
jako pfi separaci v agarézovém gelu. Obé metody hodnotime jako dobre pouzitelné a rozdily mezi
nimi byly omezeny na hrani¢né pozitivni pfipady.

Abstract

Aim: To compare agarose and polyacrylamide isoelectric focusing for oligoclonal imunoglobulin
G (0-1gG) and oligoclonal free light chains (o-fLC) detection. Patients and methods: Oligoclonal
bands were detected in 106 (0-IgG) and 48 (o-fLC), resp. consecutive paired cerebrospinal fluid and
serum samples. Kappa statistics was used for method comparison and inter-observer agreement.
Results: When results were expressed as negative or positive, only three samples (2.8%) for o-IgG,
three (6.2%) for o-fLC kappa and one (2.1%) for o-fLC lambda were evaluated differently. Maximum
difference between methods was three bands in these discrepant cases. Inter-observer agreement
for o-fLC was very good (k = 0.906-1.000). Conclusions: Although polyacrylamide gel might be
advantageous due to smaller pore size and hence better resolution, results for both o-IgG and
o-fLC were very similar to agarose isoelectric focusing in our series. Both methods performed
equally well and discrepances were restricted to borderline positive cases only.
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Uvod

Detekce oligoklonalnich pasd imunoglobu-
linu G (0-1g@G) je hlavnim testem pouzivanym
k prikazu intratékdlni protildtkové odpo-
vedi u chronickych zanétlivych onemocnéni
CNS, zejména u RS [1]. Pfestoze v recentnich
pracich bylo doporuc¢eno nahradit detekci
0-1gG snadnéjsi kvantifikaci volnych lehkych
fetézcl (free light chains; fLC) typu kappa
(free kappa light chains; fKLC) [2,3], nabyla
detekce o0-IgG formalniho vyznamu pro dia-
gndzu RS v recentni revizi McDonaldovych
diagnostickych kritérif [4]. Bude tedy prav-
dépodobné nadéle provadéna vzdy, kdy je
pro podporu diagnézy RS pozadovano vy-
Setfeni likvoru.

Kromé zvyseni koncentrace fKLC v likvoru
mohou byt senzitivnim markerem intratékal-
niho zanétu také oligoklondlni fKLC (o-fKLC).
Tento test se ukdzal jako nepatrné senzitiv-
néjsi nez 0-IgG [5-71. V soucasnosti viak nenf
dostupné zadné srovnani metod pro de-
tekci oligoklondlnich fLC (o-fLC). Tento test
je pouzivan vzacné vzhledem ke své vetsi
pracnosti, zejména ve srovnani s novymi au-
tomatizovanymi kvantitativnimi metodami.
U RS byla popséna také intratékalni syntéza
fLC typu lambda (free lambda light chains;
fLLC) a pfestoZe je nachdzena vzacnéji nez
intratékalni syntéza IgG a fKLC [5,7,8], re-
centni studie ukazuji, Ze soucasnd ana-
lyza fKLC a fLLC mUzZe mit prognosticky
vyznam [9-11].

Detekce o-fLC ziskala mezi klinickymi lé-
kafi zasflajicimi vzorky do nasi laboratofe
znacnou popularitu, kterou neztraci ani po
zavedeni kvantitativni analyzy fLC. Po obdr-
Zenf informace o ukonceni vyroby elektrofo-
retického pfistroje Multiphor Il (GE Health-
care Life Sciences, Buckinghamshire, Velka
Britdnie) jsme proto hledali adekvatni na-
hradu a zvolili jsme pfistroj EDC Flatbed Pro-
fessional (Electrophoresis Development and

Consulting, Tubingen, Némecko). Nasledné
jsme se rozhodli vyzkouset pouziti vyrob-
cem dodavanych polyakrylamidovych gell
(PAG) pro separaci o-IgG a o-fLC. Zamé-
fili jsme se také na vyhodnoceni shody vy-
sledkd o-fLC mezi dvéma hodnoticimi.

Soubor a metodika

Vzorky

V konsekutivnich parovych vzorcich likvord
a sér byly detekovény o-IgG (n = 106) a o-fLC
(n = 48) podle pozadavkd klinického Iékare.
U pacientl zaslanych k vysetfeni z jinych
nemocnic nebyla k dispozici zadna klinicka
data. Pacienti sledovani na nasem pracovi-
sti s dostupnymi klinickymi daty (n = 42) byli
diagnostikovani jako RS (n = 12, Sest z nich
po klinicky izolovaném syndromu [CIS]
podle posledni revize McDonaldovych dia-
gnostickych kritérif), CIS (n = 3, nesplnujici
diagnosticka kritéria RS), jind zanétliva one-
mocnéni CNS (po jednom pfipadu herpe-
tické encefalitidy, meningoencefalitidy zpU-
sobené virem varicella zoster a neuromyelitis
optica), zédnétlivd onemocnéni periferniho
nervového systému (po jednom pfipadu
akutnf zénétlivé demyeliniza¢ni polyneu-
ropatie, multifokdlni motorické neuropatie
a paraproteinemické neuropatie), nezanét-
livd onemocnéni nervového systému (de-
mence, n = 4; vertigo, n = 2; migréna, n = 2;
kryptogenni polyneuropatie, n = 2; a po jed-
nom pfipadu psychoézy, CMP, Parkinsonovy
nemoci, stendzy patefniho kandlu, cervikalnf
myelopatie a steroidni myopatie) nebo jako
symptomatické kontroly (n = 5).

Detekce oligoklonalnich pasti IgG

a volnych lehkych fetézci

Pro detekci 0-IgG po separaci izoelektrickou
fokusaci (IEF) v agarézovém gelu s nésled-
nou imunofixaci (IF) byl pouzit komer¢ni kit
Hydragel 9 CSF Isofocusing Kit (Sebia, Evry

K= 09154, 95% (1 0,8211-1,0000.

Tab. 1. Srovnéni mezi agarézovou IEF/IF a PAG IEF/IB. Chi-kvadrat 88,052; p < 0,0001;

0-1gG PAG (EDC) IEF/IB

0-lgG - oligoklonalnf imunoglobulin G

negativni pozitivnit celkem
0-1gG agaréza (Sebia hegativni 82 1 83 (78,3 %)
Hydrasys) IEF/IF pozitivni* 2 21 23 (21,7 %)
celkem 84 (79,2 %) 22 (20,8 %) 106

IB - imunoblotting; IEF - izoelektricka fokusace; IF — imunofixace; PAG — polyakrylamidovy gel;

T alespon dva intratékdlné syntezované o-1gG pasy

Cedex, Francie) na pfistroji Hydrasys (Sebia,
Evry Cedex, Francie) podle instrukci vyrobce.
IEF v PAG byla provedena v komer¢né do-
stupnych gelech pH 6-11 40S (EDC, Tabin-
gen, Némecko) na pristroji EDC Flatbed Pro-
fessional (EDC, Tubingen, Némecko) (krok 1
500V, 25 mA, 10 W, 20 min; krok 2: 1350 V,
25 mA, 22 W, 90 min; krok 3: 1750 V, 20 mA,
26 W, 20 min). Vzorky likvor( a sér byly nare-
dény na 10mg/I IgG 0,1% NaCl a do jamek
v gelu bylo aplikovédno po 10 pl. K imuno-
detekci byla pouzita senzitivni metoda al-
kalickou fosfatdzou znacené anti-lgG pro-
tildtky, jez byla popséna v praci Sddabou
et al [12]. Po kapildrnim blottingu (50 min)
byla membrana 45 min blokovéna 3% ho-
vézim sérovym albuminem (Serva Electro-
phoresis, Heidelberg, Némecko) a poté in-
kubovéna s alkalickou fosfatdzou znac¢enou
kozi protildtkou proti Fc ¢asti lidského IgG
(Bio-Rad, Praha, Ceska republika) po dobu
75 min. K barevné reakci byl pouzit substrat
BCIP/NBT (Vector Laboratories, Burlingame,
USA).

Izoelektricka fokusace v agarézovém gelu
pro prikaz o-fLC byla provedena na pfistroji
Multiphor Il (GE Healthcare Life Sciences,
Helsinky, Finsko) dfive popsanym postu-
pem [7,8]. IEF v PAG byla provedena v gelech
pH 3-10 na pfistroji Flatbed Professional za
podminek doporucenych vyrobcem (krok 1:
500V, 12 mA, 10 W, 30 min; krok 2: 1 700V,
12 mA, 18 W, 90 min; krok 3: 2 000 V, 8 mA,
20 W, 30 min). Pro oba typy separace byly
vzorky sér fedény 1/80 0,7% NaCl a na gel
bylo aplikovano 7 pl likvord a fedénych sér.
Naslednd blotovaci a imunodetekéni proce-
dura byla identicka jako v pffpadé IEF v aga-
rozovém gelu.

Hodnocenf o-IgG bylo provedeno jed-
nim z autord, zatimco o-fLC byly hodno-
ceny nezdvisle dvéma autory za Ucelem
posouzeni shody. IgG pésy v likvoru bez
protéjsku v séru nebo jasné vyraznéjsi v li-
kvoru neZ v séru byly povazovény za intra-
tékadlné syntezované; pasy vyrazné slabsf
v séru oproti likvoru nebyly brany v potaz
pri klasifikaci nadlezl do typ( 1-5. Pasy fLC
byly povazovany za intratékalné syntezo-
vané pouze v pfipadé, Ze nemély zadny sé-
rovy protéjsek, nebot v tomto testu nejsou
v parovych vzorcich likvord a sér aplikovana
stejnd mnozstvi fLC. Byly hodnoceny pocty
a procenta diskrepantné klasifikovanych na-
lezl; pro posouzenf shody mezi metodami
a mezi hodnoticimi byly pouzity chi-kvadrat
test a statistika kappa. Pro porovnani poctu
intratékdlné syntezovanych past byly pou-
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Zity Spearmanuv korela¢ni koeficient, va-
7end kappa a Wilcoxondyv test. Ke statistic-
kym analyzam byl vyuzit statisticky program
MedCalc, verze 18.5 (MedCalc Software
bvba, Ostend, Belgie).

Stanoveni albuminu, IgG

a volnych lehkych fetézci

Albumin a IgG v likvoru a séru byly méfeny
na nefelometru BN ProSpec (Siemens Heal-
thcare, Praha, Ceskd republika). fLC byly kvan-
tifikovény turbidimetricky na analyzatoru
SPAPLUS kity certifikovanymi pro méfeni v li-
kvoru a séru (LKO16.L.S and LKO18.L.S) (The
Binding Site, Birmingham, Velka Britanie).

Souhlas etické komise

Vsichni pacienti sledovani v nasi nemocnici
podepsali informovany souhlas. Studie byla
schvélena etickou komisi nemocnice jako
soucast projektu Likvorové biomarkery roz-
trousené sklerézy (¢. j. 400/2017).

Vysledky

Oligoklonalni lgG

Srovnéni bylo provedeno ve 106 konseku-
tivnich vzorcich. Vysledky jsou uvedeny
v tab. 1 a reprezentativni piiklad na obr. 1.
Celkem tfi vzorky (2,8 %) byly klasifikovany
neshodné. Pocty intratékdlné syntezovanych
IgG pésh v téchto pifpadech uvadi tab. 2.

Jediny intratékdlné syntezovany IgG pés
byl nalezen v 7/106 (6,6 %) vzorcich pfi pou-
Ziti |EF v agardze s naslednou imunofixaci.
Na PAG IEF/imunoblotting (IEF/IB) nebyl ve
Ctyfech z téchto pfipadl nalezen Zadny pés,
ve dvou pfipadech byl identifikovan rovnéz
jeden pas a v jednom pfipadé byly zjistény
Ctyfi pasy.

Na PAG IEF/IB byl jediny intratékalné syn-
tezovany IgG pas nalezen v 10 pfipadech
(94 %). Na IEF/IF neby! v Sesti z téchto pfipadl
nalezen zadny pas, ve dvou pfipadech byl na-
lezen rovnéz jediny pas a v dalsich dvou pfi-
padech byly nalezeny dva, resp. tfi pasy.

Porovnali jsme také vysledky podrobnéjsi
klasifikace nalezu do typt 1-5 podle dvou
konsenzudlnich doporucenti [13,14]. Shody
bylo dosazeno u 75 vzorkl (70,8 %). Hodnota
Kk ¢inila 0,503, coZ znamena jen prdmeérnou
shodu. Typ 1 pfi pouziti jedné z obou metod
byl hodnocen jako typ 4 pfi pouziti alterna-
tivni metody v 19 pffpadech; analogické ne-
shodné hodnocenitypli 2 a 3 prispélo dalsimi
osmi neshodné klasifikovanymi vysledky.

Pocet intratékdlné syntezovanych IgG
past byl porovnan pomoci Spearmanova
korela¢niho koeficientu (p = 0,861; 95% in-
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Obr. 1. Oligoklondlni IgG - IEF v agardze s imunofixaci (nahofe) a PAG IEF s imunoblottin-
gem (dole). Anoda je nahofte. Ve zobrazenych vzorcich nebyly pozorovany zadné kvalita-
tivni diskrepance (negativni versus pozitivni) mezi metodami.

C1-8 — parové vzorky likvord; Co+ — pozitivni kontrola (CSF Control, Sebia, Evry Cedex, Fran-
cie); Co— - negativni kontrola (intravendzni IgG preparat Flebogamma®, Instituto Grifols, Bar-
celona, Spanélsko); IEF — izoelektricka fokusace; IgG — imunoglobulin G; PAG — polyakrylami-
dovy gel; S1-8 — parové vzorky sér

Fig. 1. Oligoclonal IgG on agarose IEF/immunofixation (top) and PAG IEF/immunoblotting
(bottom). Anode is at the top. No qualitative discrepances (negative versus positive) be-
tween the two methods were noted in these samples.

C1-8 — paired cerebrospinal fluid samples; Co+ — positive control (CSF Control, Sebia, Evry Ce-
dex, France); Co— — negative control (intravenous IgG remedy Flebogamma?®, Instituto Grifols,
Barcelona, Spain); IEF — isoelectric focusing; IgG — immunoglobulin G; PAG — polyacrylamide
gel; S1-8 — paired serum samples

terval spolehlivosti [confidence interval; Cl]
0,802-0,903; p < 0,0001) a vaZené k (0,795;
95% Cl 0,7432-0,8473). Vysledky indikujf dob-
rou shodu mezi metodami. Wilcoxonovym

testem nebyl zjistén zadny systematicky roz-
dil mezi metodami v poctu intratékaliné syn-
tezovanych IgG past (16 kladnych a 17 za-
pornych diferenci; p = 0,8442).
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Oligoklonalni fLC

Detekce o-fLC byla provedena ve 48 vzor-
cich. Vysledky uvadi tab. 3 a 4 a reprezenta-
tivni priklad je na obr. 2. Bylo dosazeno vy-
borné shody jak mezi metodami, tak mezi
hodnoticimi (k = 0,9064 a 0,9091 pro o-fKLC
v agardze a PAG; 0,9286 a 1,000 pro o-fLLC
v agaroze a PAG).

Neshodné klasifikovany byly tfi vzorky
(6,2 %) v pripadé o-fKLC a jeden vzorek
(2,1 %; hodnotici A) resp. dva vzorky (4,2 %;
hodnotici B) v pfipadé fLLC. Pocet naleze-
nych intratékélné syntezovanych pasd fKLC
v téchto diskrepantnich pfipadech je uve-
den v tab. 2. V pfipadé fLLC jediny diskre-
pantné hodnoceny nalez nevykazoval zadné
pasy fLLC v agarézovém gelu a dva pdsy
v PAG.

Pocet intratékdlné syntezovanych pasu
byl porovndn pomoci Spearmanova ko-
relacniho koeficientu (p 0,847-0,978;
p < 0,0001 pro vsechna srovnani) a va-
Zené k (0,804-0,912). Zjisténé hodnoty indi-
kuji velmi dobrou shodu. Je pozoruhodné,
Ze jsme pozorovali vy$si pocet intratékalné
syntezovanych fKLC pdsU pfi pouziti PAG
ve srovnani s agardzou (Wilcoxondv test,
p =0,0063 a p = 0,0023 pro hodnoticiho A,
resp. B) a tendenci k vy3simu poctu intraté-
kélné syntezovanych fLLC past (Wilcoxon(v
test signifikantni pouze v pfipadé hodnoti-
ciho B, p =0,0137).

Srovnani s vypocty intratékalni
syntézy IgG a fLC

PYi srovnani vypoctovych metod intratékalni
syntézy IgG s IEF v agardze a imunofixaci ne-
byly zjistény Zadné falesné pozitivni vysledky
vypoctu podle Reibera [15], Auera et al [16]
ani Ohmana et al [17]. Jeden fale3né pozitivni
vysledek byl pozorovéan v pfipadé IgG indexu
(pfi pouziti konvencniho kritéria > 0,7). Senzi-
tivita vSech vypoctl viak byla nizka (43,5 %
pro IgG index a vztahy Reibera a Auera et al
a 52,2 % pro vztah Ohmana et al).

Prestoze kvantifikace fLC byla pozadovana
jen u 10 z téchto vzorkd, domnivame se, ze
vysledky jsou dostatecné pozoruhodné,
aby byly prezentovany (tab. 5). Pfi pouZziti
cut-off hodnot pro pfitomnost intratékalni
syntézy fLC dfive urc¢enych v nasi labora-
tofi (CSF fKLC 0,54 mg/I; CSF fLLC 0,30mg/l;
fKLC index 6,07; fLLC index 6,27) jsme nalezli
100% shodu mezi kvalitativnimi a kvantita-
tivnimi vysledky pro fKLC, 90% pro CSF fLLC
a 80% pro fLLC index. Jeden pacient s nor-
malni koncentraci CSF fLLC, ale zvysenym
fLLC indexem nemél z&dné intratékalné syn-

oligoklonalni IgG

Tab. 2. Oligoklondlni IgG a fKLC — neshodné hodnocené vzorky.

pocet intratékalné syntezova-
nych past (hodnotici A)

pfipad agaréza PAG
1 1 4
2 2 1
3 3 1

pocet intratékdlné syntezovanych fKLC péasud

oligoklonaIni fKLC

hodnotici A (hodnotici B)

hodnotici B (hodnotici A)

piipadt agardéza PAG agaréza PAG
1 (1) 32 () 2(3)
2 2(1) 1(0) 1) 22
3 4(4) 102 1(0) 3(0)

T Pouze v pfipadé 1 byla identicka diskrepance pozorovédna mezi agarézou a PAG IEF/AIB
obéma hodnoticimi. Jako pfipad 2 a 3 jsou ocislovany rtizné vzorky pro hodnoticiho A, resp. B.
AIB — afinitnf imunoblotting; IEF — izoelektricka fokusace; fKLC — volné lehké fetézce typu
kappa; IgG — imunoglobulin G; PAG - polyakrylamidovy gel

tezované fLLC pasy, zatimco jeden pacient
s normdalni koncentraci CSF fLLC a normal-
nim fLLC indexem mél dva intratékdlné syn-
tezované fLLC pdsy v PAG a jeden (hodno-
tici B) resp. dva (hodnotici A) slabé pésy pfi
separaci v agardze. Stoji za zminku, Ze oba
nelinedrni vypoctové vztahy pro intraté-
kalnf syntézu fKLC [18,19] byly 100% shodné
s kvalitativnim testem, zatimco recentné na-
vrzend cut-off hodnota 4,2 pro index fLLC
nebo vztah pro vypocet intratékalnf syntézy
fLLC [19] vedI ke tfem, resp. dvéma falesné
pozitivnim vysledkdm.

Korelace s klinickymi daty

PfestoZe tato studie nebyla primarné za-
mérena na korelaci vysledkd o-1gG a o-fLC
s klinickymi daty, analyzovali jsme vysledky
u pacientl s dostupnymi klinickymi dia-
gndzami (n =42 pro o-IgG; n =22 pro o-fLC)
jako dalsi test plauzibility nasich laborator-
nich nalezd. Vsech 12 pacientl s diagndzou
RS mélo pozitivni 0-IgG pfi agarézové IEF/IF;
jeden z nich byl negativni na PAG IEF/IB (je-
diny intratékdlné syntezovany IgG pas).
Tento pacient vykazoval tfi intratékdlné syn-
tezované o-IgG pasy pfi agarézové IEF/IF, ale
mél negativni o-fKLC i o-fLLC. Vsichni tfi pa-
cienti s diagnozou CIS méli pozitivni o-IgG
obéma metodami. U viech 27 pacientd s ji-
nymi diagnézami byl o-IgG test negativni.
Z Sesti pacientl s RS, u kterych byla prove-
dena detekce o-fLC, byly o-fKLC pozitivni
v péti a negativni v jednom pfipadé. T

7 téchto pacientd méli také pozitivni o-fLLC.
Oba pacienti s CIS, u nichz byla provedena
detekce o-fLC, méli pozitivni o-fKLC i o-fLLC
(u jednoho byly o-fLLC patrné jen v PAG;
jinak zde bylo dosaZeno UplIné shody mezi
metodami i hodnoticimi). Ze 14 pacient s ji-
nymi diagnézami mélo 3-5 pozitivni o-fKLC
(max. 5 pasti v PAG a 7 past v agardze u pa-
cienta s multifokdlni motorickou neuropatif;
pfi pouZiti PAG resp. agardzy byli jeden, resp.
dva pacienti klasifikovani rozdilné obéma
hodnoticimi), ale jen jediny pacient (s dia-
gnoézou kryptogenni polyneuropatie) mél
pozitivni o-fLLC. Je zajimavé, Ze pfi pouZiti
vys$si cut-off hodnoty > 6 intratékdlné syn-
tezovanych past o-fKLC, kterd byla v litera-
tufe navrZzena [7], by pfi separaci v agar6ze
byl jako pozitivni ndlez klasifikovan jen jeden
pacient s jinou diagnézou nez RS nebo CIS,
ale také jen tfi pacienti s RS. Naopak stejna
cut-off hodnota aplikovana na PAG IEF/AIB
zachovala pozitivitu o-fKLC u viech péti pa-
cientd s RS, zatimco viech 14 pacientl s ji-
nymi diagnézami neZ RS nebo CIS by zlstalo
negativnich. Shoda mezi hodnoticimi byla
u téchto vzorkd 100%.

Diskuze

Srovnani rdznych metod separace a speci-
fické detekce o0-IgG, které jsou v soucasnosti
pouzivany, bylo publikovano v nékolika stu-
diich [12,20-23], ale pouZitf IEF v agaréze vs.
v polyakrylamidu nebylo v tomto kontextu
systematicky studovéno. Pro analyzu o-fLC
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Obr. 2. Oligoklonalni volné lehké retézce.

A) Shodné vysledky v agaréze a PAG IEF/AIB. V C1, C2 a C3 jsou jasné pozitivni oligoklondlni fKLC, ale jen v C2 jsou jasné pozitivni oligo-
klondlni fLLC. Ve vzorku C1 byly nalezeny dva slabé fLLC pdsy pfi PAG IEF/AIB, zatimco hodnoceni pfi agarézové IEF/IF bylo neshodné
(dva pasy — hodnotici A, jeden pas — hodnotici B). Vzorek C4 je negativni.

AIB - afinitni imunoblotting; C1-4 — parové vzorky nativnich likvord; C1d - likvor 1 fedény 1/10 (jen pro fKLC); Co+ — pozitivni kontrola (mo-
noklondlnf volné lehké fetézce [Bio-Rad — AbD Serotec, Praha, CR] fedéné na 0,25 a 0,10 mg/I pro fKLC a 1,0; 0,5; 0,25 a 0,10 mg/! pro fLLC);
Co- - negativni kontrola (preparét intravendzniho imunoglobulinu G fedény na koncentraci 250 mg/I 1gG); fKLC — volné lehké fetézce typu
kappa; fLLC — volné lehké fetézce typu lambda; IEF — izoelektrickd fokusace; IF — imunofixace; PAG — polyakrylamidovy gel; S1-4 — parové vzorky
nativnich sér fedénych 1/80 (kromé S1 vedle nativniho C1, ktery byl pro analyzu fKLC fedén 1/20)

B) Priklad diskrepantniho vysledku oligoklondlni fLLC mezi agarézou a PAG IEF/AIB. V C1 jsou cetné fKLC pasy, zatimco slabé fLLC pasy
jsou tu patrné pouze na PAG IEF/AIB (dva pasy — hodnotici A, tfi pasy — hodnotici B). Co+ je zde nafedéna na 0,25 a 0,10 mg/I pro fKLC
a1,0a0,25mg/l pro fLLC.

AIB - afinitni imunoblotting; fKLC - volné lehké fetézce typu kappa; fLLC - volné lehké fetézce typu lambda; IEF — izoelektricka fokusace; PAG
- polyakrylamidovy gel

Fig. 2. Oligoclonal free light chains.

A) Concordant results between agarose and PAG IEF/AIB. C1, C2 and C3 are clearly positive for oligoclonal fKLC while only C2 is clearly
positive for oligoclonal fLLC. In C1 sample, two faint cerebrospinal fluid-restricted fLLC bands were found on the membrane after PAG
IEF/AIB, while the evaluation was discrepant for agarose IEF/IF (two bands by observer A, one band by observer B). Sample C4 is negative.
AIB — affinity immunoblotting; C1-4 — paired undiluted cerebrospinal fluid samples; C1d — cerebrospinal fluid 1 diluted 1/10 (for fKLC only);
Co+ - positive control (monoclonal free light chains [Bio-Rad — AbD Serotec, Prague, Czech Republic] diluted to 0.25 and 0.10 mg/! for fKLC
and 1.0, 0.5, 0.25 and 0.10 mg/I for fLLC); Co— — negative control (intravenous immunoglobulin G remedy at a concentration of 250 mg/!
IgG); fKLC - free kappa light chains; fLLC — free lambda light chains; IEF — isoelectric focusing; IF — immunofixation; PAG — polyacrylamide gel;
S1-4 — paired serum samples diluted 1/80 (except for ST next to neat C1 that was diluted 1/20 for fKLC analysis)

(B) Example of a discordant result of f{LLC between agarose and PAG IEF/AIB. There are numerous fKLC bands in sample C1, whereas faint
fLLC bands were only found on PAG IEF/AIB (two bands by observer A, three bands by observer B). Co+ is diluted to 0.25 and 0.10 mg/L
for fKLC and 1.0 and 0.25 mg/L for fLLC.

AIB — affinity immunoblotting; fKLC - free kappa light chains; fLLC — free lambda light chains; IEF — isoelectric focusing; PAG — polyacrylamide gel

jsme nenalezli ani jednu takovou srovnavaci
studii.

Zaméfili jsme se na porovnani dvou ko-
meréné dostupnych metod pro o-IgG a na
porovnani separace o-fLC v agarézovém vs.
PAG pfi pouziti identické detekeni procedury
zavedené pro o-fLC [7,8]. Pfinos nasi studie
spatfujeme ve zpracovani konsekutivni série
vzorkd zaslanych k analyze o-1gG a o-fLC,
CcoZ zamezuje moznému bias a umoziuje

také do urcité miry odhadnout ocekdvany
podil pozitivnich vzorkd. Nedostatkem stu-
die je absence klinickych informaci u vice
nez 50 % vysetienych vzorkd. Nicméné ko-
relace mezi rlznymi testy detekujicimi intra-
tékalni syntézu imunoglobulint byla velmi
dobrd a vysledky v podskupiné pacientd
se zndmymi diagnézami jsou konzistentni
s dfivéjsimi publikacemi. Proto povazujeme
nase vysledky za spolehlivé. Pfesto musi byt

klinicko-laboratorni korelace pozorované
v nasi studii interpretovany s opatrnosti,
nebot vysledky o-IgG a o-fLC byly klinickym
lékarim dostupné, a mohly tak ovlivnit je-
jich diagnostické rozhodovani. A¢ je nutné
pamatovat na to, Ze intratékalnf syntéza imu-
noglobulint nenf nalezem specifickym pro
konkrétni diagndzu, ale mlze se vyskytovat
u mnoha zénétlivych onemocnéni CNS, zda
se, e v neselektované populaci pacientd in-
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Tab. 3. Oligoklonalni fKLC. Hodnotici A: Chi-kvadrat 34,960, p < 0,0001; k = 0,8615, 95% CI 0,7101-1,0000. Hodnotici B: Chi-kvadrat
35,656, p < 0,0001; k = 0,8621, 95% Cl 0,7124-1,0000.

hodnotici A hodnotici B
o-fKLC PAG IEF/AIB o-fKLC PAG IEF/AIB
— — celkem — — celkem
negativni pozitivnit negativni pozitivnit
o-fKLC agaréza negativni 30 1 31 (66,7 %) 30 3 33 (68,8 %)
IEF/AIB pozitivnit 2 15 17 (33,3 %) 0 15 15 (31,2 %)
celkem 32 (689 %) 16 (31,1 %) 48 30 (62,5 %) 18 (37,5 %) 48

T alespon dva intratékdlné syntezované o-fKLC pasy
AIB — afinitni imunoblotting; o-fKLC — oligoklonalni volné lehké fetézce typu lambda; IEF — izoelektrickd fokusace; PAG — polyakrylamidovy gel

Tab. 4. Oligoklondlni fLLC. Hodnotici A: Chi-kvadrat 41,215, p < 0,0001; k = 0,9344, 95% Cl 0,8075-1,0000. Hodnotici B: Chi-kvadrat 37,520,
p < 0,0001; k = 0,8636, 95% CI 0,6803-1,0000.

hodnotici A hodnotici B
o-fLLC PAG IEF/AIB o-fLLC PAG IEF/AIB
— — celkem — — celkem
negativni pozitivnit negativni pozitivnit
o-fLLC agaréza negativni 38 1 39 (81,20 %) 38 2 40 (83,30 %)
IEF/AIB pozitivnit 0 9 9 (18,80 %) 0 8 8 (16,70 %)
celkem 38 (79,20 %) 10 (20,80 %) 48 38 (79,20 %) 10 (20,80 %) 48

talespon dva intratékdlné syntezované o-fKLC pasy
AIB - afinitnf imunoblotting; o-fLLC - oligoklondlni voIné lehké fetézce typu lambda; IEF — izoelektrickd fokusace; PAG — polyakrylamidovy gel

Tab. 5. Porovnani likvorovych koncentraci a indext volnych lehkych fetézcl a poctu intratékdlné syntezovanych o-fLC pasu.

¢islo CSFfKLC CSFfLLC  fKLC fKLC IF fLLC fLLCIF g;gi'zt: o-fKLC ith§ o-fLLCith§
ptipadu (mg/I) (mg/l) index (%)t index (%)% PAG) ! agareza PAG agaréza PAG
1 6,08 099 49,47 90; 83 12,18 66 1,4 19;20 21,22 12,10 12; 11
2 0,099 0,14 2,54 0;0 4,57 0 0;1 0;0 0;0 0,0 0,0
3 0,22 0,22 543 0;0 845 43 1,0 0;0 0,0 0,0 0;0
4 0,32 0,29 1,50 0,0 2,61 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0;0
5 0,099 0,16 194 0,0 493 10 0,0 0,0 0;0 0,0 0,0
6 3,84 8,07 28,77 85,73 103,32 96 13,12 15,16 20; 19 23,22 19,22
7 5,39 0,23 97,88 95; 91 5,58 24 21 18,23 24; 24 21 2;2
8 0,099 0,17 1,88 0;0 3,66 0 0;0 0;0 0;0 0; 1 0,0
9 24,34 1,02 241,34 98; 97 17,25 76 19; 14 21,12 30; 23 14,10 15,13
10 0,51 0,24 2,75 0,0 1,83 0 0,0 0;1 0;3 0,0 0,0

9 nedetekovatelné (<0,10 mg/l); pro vypocet fKLC indexu byla pouzita arbitrarni hodnota 0,09 mg/|; v rutinni praxi vsak indexy v pfipadech s lik-
vorovou koncentraci fLC pod detekénim limitem nepocitdme, nebot ve vzacnych pripadech kombinace nizké koncentrace fLC v séru a nizké hod-
noty albuminového kvocientu mohou poskytnout falesné pozitivni hodnoty (vlastni nepublikované pozorovani)

§ — hodnotici A, hodnotici B; CSF — likvor; fKLC — volné lehké fetézce typu kappa; fLLC — voIné lehké fetézce typu lambda; IFT — intratékalni frakce
vypoctend podle Presslauera et al [18] nebo Hegena et al [19]; IFf — intratékéIni frakce vypoctend podle Hegena et al [19]; ith — pocet intratékdlné
syntezovanych pasu; o-fKLC — oligoklondlni volné lehké fetézce typu kappa; o-fLLC - oligoklonaIni volné lehké fetézce typu lambda; o-IgG - oli-
goklondIniimunoglobulin G; PAG - polyakrylamidovy gel
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dikovanych k detekci o-1gG je pozitivita to-
hoto testu nejen vysoce senzitivnim, avsak
také pomeérné specifickym nalezem pro RS.

K odhaleni malych, ale vyznamnych rozdil{
mezi porovnavanymi testy by byl zapotiebi
mnohem rozsahlejsi soubor. Hodnoceni po-
moci statistiky k ndm vsak umoznuje vyslo-
vit zavér, ze bylo dosazeno velmi dobré shody
(k> 0,80) ve vsech srovnanich vyjma srovnani
klasifikace o-1gG nalezl do typl 1-5. Navic
ojedinéld neshodnd hodnoceni pozitivity/ne-
gativity ndlezu o-IgG i o-fLC byla pozorovéana
pouze v hrani¢nich pfipadech.

Shoda v klasifikaci typu o-IgG nélezu byla
vyjadfena méné, ve shodé s predchozimi stu-
diemi [20,22,23]. Vyznam této detailngjsi kla-
sifikace je diskutovan kontroverzné [1,24,25].
Domnivame se, ze pouze prdmérna shoda
v klasifikaci do téchto péti typl (na rozdil od
velmi dobré shody pfi jednoduchém hod-
noceni negativni/pozitivni) mize byt hlav-
nim dlvodem omezujicim klinickou uZite¢-
nost této podrobnéjsi klasifikace.

Je dUlezité zminit se o vyznamu hra-
ni¢nich nélezd. Jsou-li laboratofi vydany,
mohou pfispét k nejistoté a stresu pacienta.
Jediny intratékdlné syntezovany pas mulze
predstavovat ,vrchol ledovce” u monoklo-
nalni i oligoklonaini odpovédi [25]. V bézné
praxi je takovy ndlez povazovan bud za ne-
gativni, nebo za hrani¢ni. Tento vysledek
jsme u o-1gG pozorovali v 7, resp. 9 % vzorkd,
co? je incidence vyssi nez uvadéna v pred-
chozich studifch [26-29]. PfestoZe takovy
nélez, na rozdil od jinych autord [1], hodno-
time jako negativni, ve shodé s vysledky re-
centni multicentrické studie [29] nalez jedi-
ného pdasu na vysledkovém listu uvadime.
Je-li v téchto pfipadech podezfeni na RS,
doporucuje se peclivé sledovéni, nebot se
ukazalo, Ze ¢ast téchto pacientl ¢asem vy-
vine oligoklonalni profil [26,27,29]. Jako po-
zitivni je pro o-1gG i o-fLC hodnocen nélez
alesport dvou past. V nékolika publika-
cich vsak byl navrzen vyssi cut-off tii [30,31]
nebo Ctyf [3,7,28,32] intratékalné syntezova-
nych IgG pasti nebo Sesti past fKLC [7]. Dalsf
studie srovnavajici soucasné separacni/de-
tekeni metody pro o-IgG a o-fLC by mély za-
hrnovat srovnani s kvantifikaci fLC a zaméfit
se vice na ,kritické vzorky” s nalezem jed-
noho nebo nékolika malo intratékalné syn-
tezovanych pasu.

Studie potvrdila, Ze vypoctové metody
jsou pro prikaz intratékalni syntézy IgG
méné senzitivni nez o0-IgG. Ohledné kvan-
tifikace fLC nemUzeme vyslovit urcitéjsi za-
véry vzhledem k malému poctu analyzo-

vanych vzorkl. Nase vysledky nicméné
naznacuji moznost faleSné negativnich i fa-
lesné pozitivnich vysledkl kvantitativniho
testu. Kvantifikace fLC pomoci rozdilnych
reagencii/pfistrojd nemusi poskytovat srov-
natelné hodnoty umoznujici univerzalni
pouziti jediné cut-off hodnoty pro vypo-
et intratékalni syntézy fLC. Diskrepantni vy-
sledky mezi kvantitativnimi a kvalitativnimi
testy pro fKLC byly publikovény v recentni
studii [33]. Prestoze se ukazalo, ze detekce
o-fLC mUze byt nepatrné senzitivnéjsim tes-
tem nez o-1gG pro prlkaz intratékdlniho za-
nétu, mize byt také méné specifickd pro RS
nez o-1gG [5-8]. Proto souhlasime s Bayar-
tem et al [33], Zze testy fLC by mély byt pouzi-
vany spise jako doplnék nez jako ndhrada za
analyzu o-1gG, jejiz klicové postaveni je za-
kotveno i v doporucenich ceskych odbor-
nych spolec¢nosti [34,35].

Izoelektrickd fokusace v polyakrylamidu
muze byt zvldst vyhodnd pro mensi mo-
lekuly fLC vzhledem k mensi velikosti por
gelu. Skute¢né jsme pozorovali vyssi pocet
intratékalné syntezovanych past fLC oproti
IEF v agardze. Navic jsme pozorovali, Ze
v PAG byly pésy fLC rovnéjsi a celkovy o-fLC
obraz ostfejsi nez v agardze, kde jsou pasy
¢asto nerovné. Nutno ovsem pfipustit, ze
tyto rozdily nemusf byt zplsobeny jen sepa-
racnim médiem, ale také rdznymi programy
pouzitymi pro IEF. Tak ¢i onak se tyto malé
rozdily nejevi jako kritické pro kone¢né kvali-
tativni zhodnoceni vysledkd o-fLC.

Uzavirdme tedy s tim, Ze mezi IEF v aga-
roze a polyakrylamidu bylo dosazeno velmi
dobré shody. Obé metody povaZujeme za
vhodné pro rutinni praxi. Shoda vysledkd
o-fLC mezi dvéma hodnoticimi byla stejné
dobrd, jako bylo dfive prokdzéno u o-1gG.
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