
68 Cesk Slov Ne urol N 2019; 82/ 115(1): 68– 75

PŮVODNÍ PRÁCE ORIGINAL PAPER

doi: 10.14735/amcsnn201968

Oligoklonální IgG a volné lehké řetězce – srovnání 
izoelektrické fokusace v agarózovém 
a polyakrylamidovém gelu

Oligoclonal IgG and free light chains – comparison between agarose 

and polyacrylamide isoelectric focusing

Souhrn
Cíl: Porovnání izoelektrické fokusace v agarosovém a polyakrylamidovém gelu pro detekci 

oligoklonálních pásů imunoglobulinu G (o-IgG) a oligoklonálních volných lehkých řetězců 

(oligoclonal free light chains; o-fLC). Soubor a metody: Detekce oligoklonálních pásů byla provedena 

v sérii 106 (o-IgG), resp. 48 (o-fLC) konsekutivních párových vzorků likvorů a sér. Pro srovnání obou 

metod a shody mezi hodnotícími byla použita statistika kappa. Výsledky: Při rozdělení nálezů na 

negativní a pozitivní byly rozdílně hodnoceny jen tři vzorky (2,8 %) pro o-IgG, tři vzorky (6,2 %) 

pro o-fLC kappa a jediný vzorek (2,1 %) pro o-fLC lambda. V těchto diskrepantních případech byl 

pozorován rozdíl nejvýše tří pásů. Shoda mezi hodnotícími pro o-fLC byla velmi dobrá (κ = 0,906–

1,000). Závěry: Přestože polyakrylamidový gel může být teoreticky výhodnější vzhledem k menší 

velikosti pórů a lepšímu rozlišení, naše výsledky byly jak pro o-IgG, tak pro o-fLC velmi podobné 

jako při separaci v agarózovém gelu. Obě metody hodnotíme jako dobře použitelné a rozdíly mezi 

nimi byly omezeny na hraničně pozitivní případy. 

Abstract
Aim: To compare agarose and polyacrylamide isoelectric focusing for oligoclonal imunoglobulin 

G (o-IgG) and oligoclonal free light chains (o-fLC) detection. Patients and methods: Oligoclonal 

bands were detected in 106 (o-IgG) and 48 (o-fLC), resp. consecutive paired cerebrospinal fl uid 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 diff erently. Maximum 

diff erence between methods was three bands in these discrepant cases. Inter-observer agreement 

for o-fLC was very good (κ = 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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Úvod
Detekce oligoklonálních pásů imunoglobu-

linu G (o-IgG) je hlavním testem používaným 

k průkazu intratékální protilátkové odpo-

vědi u chronických zánětlivých onemocnění 

CNS, zejména u RS [1]. Přestože v recentních 

pracích bylo doporučeno nahradit detekci 

o-IgG snadnější kvantifi kací volných lehkých 

řetězců (free light chains; fLC) typu kappa 

(free kappa light chains; fKLC) [2,3], nabyla 

detekce o-IgG formálního významu pro dia-

gnózu RS v recentní revizi McDonaldových 

dia gnostických kritérií [4]. Bude tedy prav-

děpodobně nadále prováděna vždy, kdy je 

pro podporu dia gnózy RS požadováno vy-

šetření likvoru.

Kromě zvýšení koncentrace fKLC v likvoru 

mohou být senzitivním markerem intratékál-

ního zánětu také oligoklonální fKLC (o-fKLC). 

Tento test se ukázal jako nepatrně senzitiv-

nější než o-IgG [5–7]. V současnosti však není 

dostupné žádné srovnání metod pro de-

tekci oligoklonálních fLC (o-fLC). Tento test 

je používán vzácně vzhledem ke své větší 

pracnosti, zejména ve srovnání s novými au-

tomatizovanými kvantitativními metodami. 

U RS byla popsána také intratékální syntéza 

fLC typu lambda (free lambda light chains;

fLLC) a přestože je nacházena vzácněji než 

intratékální syntéza IgG a fKLC [5,7,8], re-

centní studie ukazují, že současná ana-

lýza fKLC a fLLC může mít prognostický 

význam [9–11]. 

 Detekce o-fLC získala mezi klinickými lé-

kaři zasílajícími vzorky do naší laboratoře 

značnou popularitu, kterou neztrácí ani po 

zavedení kvantitativní analýzy fLC. Po obdr-

žení informace o ukončení výroby elektrofo-

retického přístroje Multiphor II (GE Health-

care Life Sciences, Buckinghamshire, Velká 

Británie) jsme proto hledali adekvátní ná-

hradu a zvolili jsme přístroj EDC Flatbed Pro-

fessional (Electrophoresis Development and 

Consulting, Tübingen, Německo). Následně 

jsme se rozhodli vyzkoušet použití výrob-

cem dodávaných polyakrylamidových gelů 

(PAG) pro separaci o-IgG a o-fLC. Zamě-

řili jsme se také na vyhodnocení shody vý-

sledků o-fLC mezi dvěma hodnotícími.

Soubor a metodika
Vzorky

V konsekutivních párových vzorcích likvorů 

a sér byly detekovány o-IgG (n = 106) a o-fLC 

(n = 48) podle požadavků klinického lékaře. 

U pacientů zaslaných k vyšetření z jiných 

nemocnic nebyla k dispozici žádná klinická 

data. Pacienti sledovaní na našem pracovi-

šti s dostupnými klinickými daty (n = 42) byli 

dia gnostikováni jako RS (n = 12, šest z nich 

po klinicky izolovaném syndromu [CIS] 

podle poslední revize McDonaldových dia-

gnostických kritérií), CIS (n = 3, nesplňující 

dia gnostická kritéria RS), jiná zánětlivá one-

mocnění CNS (po jednom případu herpe-

tické encefalitidy, meningoencefalitidy způ-

sobené virem varicella zoster a neuromyelitis 

optica), zánětlivá onemocnění periferního 

nervového systému (po jednom případu 

akutní zánětlivé demyelinizační polyneu-

ropatie, multifokální motorické neuropatie 

a paraproteinemické neuropatie), nezánět-

livá onemocnění nervového systému (de-

mence, n = 4; vertigo, n = 2; migréna, n = 2; 

kryptogenní polyneuropatie, n = 2; a po jed-

nom případu psychózy, CMP, Parkinsonovy 

nemoci, stenózy páteřního kanálu, cervikální 

myelopatie a steroidní myopatie) nebo jako 

symptomatické kontroly (n = 5). 

Detekce oligoklonálních pásů IgG 

a volných lehkých řetězců

Pro detekci o-IgG po separaci izoelektrickou 

fokusací (IEF) v agarózovém gelu s násled-

nou imunofi xací (IF) byl použit komerční kit 

Hydragel 9 CSF Isofocusing Kit (Sebia, Evry 

Cedex, Francie) na přístroji Hydrasys (Sebia, 

Evry Cedex, Francie) podle instrukcí výrobce. 

IEF v PAG byla provedena v komerčně do-

stupných gelech pH 6-11 40S (EDC, Tübin-

gen, Německo) na přístroji EDC Flatbed Pro-

fessional (EDC, Tübingen, Německo) (krok 1: 

500 V, 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 likvorů a sér byly naře-

děny na 10 mg/ l IgG 0,1% NaCl a do jamek 

v gelu bylo aplikováno po 10 μl. K imuno-

detekci byla použita senzitivní metoda al-

kalickou fosfatázou značené anti-IgG pro-

tilátky, jež byla popsána v práci Sádabou 

et al [12]. Po kapilárním blottingu (50 min) 

byla membrána 45 min blokována 3% ho-

vězím sérovým albuminem (Serva Electro-

phoresis, Heidelberg, Německo) a poté in-

kubována s alkalickou fosfatázou značenou 

kozí protilátkou proti Fc části lidského IgG 

(Bio-Rad, Praha, Česká republika) po dobu 

75 min. K barevné reakci byl použit substrát 

BCIP/ NBT (Vector Laboratories, Burlingame, 

USA).

Izoelektrická fokusace v agarózovém gelu 

pro průkaz o-fLC byla provedena na přístroji 

Multiphor II (GE Healthcare Life Sciences, 

Helsinky, Finsko) dříve popsaným postu-

pem [7,8]. IEF v PAG byla provedena v gelech 

pH 3-10 na přístroji Flatbed Professional za 

podmínek doporučených výrobcem (krok 1: 

500 V, 12 mA, 10 W, 30 min; krok 2: 1 700 V, 

12 mA, 18 W, 90 min; krok 3: 2 000 V, 8 mA, 

20 W, 30 min). Pro oba typy separace byly 

vzorky sér ředěny 1/ 80 0,7% NaCl a na gel 

bylo aplikováno 7 μl likvorů a ředěných sér. 

Následná blotovací a imunodetekční proce-

dura byla identická jako v případě IEF v aga-

rózovém gelu. 

Hodnocení o-IgG bylo provedeno jed-

ním z autorů, zatímco o-fLC byly hodno-

ceny nezávisle dvěma autory za účelem 

posouzení shody. IgG pásy v likvoru bez 

protějšku v séru nebo jasně výraznější v li-

kvoru než v séru byly považovány za intra-

tékálně syntezované; pásy výrazně slabší 

v séru oproti likvoru nebyly brány v potaz 

při klasifi kaci nálezů do typů 1–5. Pásy fLC 

byly považovány za intratékálně syntezo-

vané pouze v případě, že neměly žádný sé-

rový protějšek, neboť v tomto testu nejsou 

v párových vzorcích likvorů a sér aplikována 

stejná množství fLC. Byly hodnoceny počty 

a procenta diskrepantně klasifi kovaných ná-

lezů; pro posouzení shody mezi metodami 

a mezi hodnotícími byly použity chí-kvadrát 

test a statistika kappa. Pro porovnání počtu 

intratékálně syntezovaných pásů byly pou-

Tab. 1. Srovnání mezi agarózovou IEF/IF a PAG IEF/IB. Chi-kvadrát 88,052; p < 0,0001; 

κ = 0,9154, 95% CI 0,8211–1,0000.

o-IgG PAG (EDC) IEF/IB
negativní pozitivní† celkem

o-IgG agaróza (Sebia 

Hydrasys) IEF/IF

negativní 82 1 83 (78,3 %)

pozitivní † 2 21 23 (21,7 %)

celkem 84 (79,2 %) 22 (20,8 %) 106

IB – imunoblotting; IEF – izoelektrická fokusace; IF – imunofi xace; PAG – polyakrylamidový gel; 

o-IgG – oligoklonální imunoglobulin G

† alespoň dva intratékálně syntezované o-IgG pásy
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žity Spearmanův korelační koeficient, vá-

žená kappa a Wilcoxonův test. Ke statistic-

kým analýzám byl využit statistický program 

MedCalc, verze 18.5 (MedCalc Software 

bvba, Ostend, Belgie).

Stanovení albuminu, IgG 

a volných lehkých řetězců

Albumin a IgG v likvoru a séru byly měřeny 

na nefelometru BN ProSpec (Siemens Heal-

thcare, Praha, Česká republika). fLC byly kvan-

tifikovány turbidimetricky na analyzátoru 

SPAPLUS kity certifi kovanými pro měření v li-

kvoru a séru (LK016.L.S and LK018.L.S) (The 

Binding Site, Birmingham, Velká Británie).

Souhlas etické komise

Všichni pacienti sledovaní v naší nemocnici 

podepsali informovaný souhlas. Studie byla 

schválena etickou komisí nemocnice jako 

součást projektu Likvorové bio markery roz-

troušené sklerózy (č. j. 400/ 2017). 

Výsledky
Oligoklonální IgG

Srovnání bylo provedeno ve 106 konseku-

tivních vzorcích. Výsledky jsou uvedeny 

v tab. 1 a reprezentativní příklad na obr. 1. 

Celkem tři vzorky (2,8 %) byly klasifi kovány 

neshodně. Počty intratékálně syntezovaných 

IgG pásů v těchto případech uvádí tab. 2. 

Jediný intratékálně syntezovaný IgG pás 

byl nalezen v 7/ 106 (6,6 %) vzorcích při pou-

žití IEF v agaróze s následnou imunofi xací. 

Na PAG IEF/ imunoblotting (IEF/IB) nebyl ve 

čtyřech z těchto případů nalezen žádný pás, 

ve dvou případech byl identifi kován rovněž 

jeden pás a v jednom případě byly zjištěny 

čtyři pásy.

Na PAG IEF/ IB byl jediný intratékálně syn-

tezovaný IgG pás nalezen v 10 případech 

(9,4 %). Na IEF/ IF nebyl v šesti z těchto případů 

nalezen žádný pás, ve dvou případech byl na-

lezen rovněž jediný pás a v dalších dvou pří-

padech byly nalezeny dva, resp. tři pásy.

Porovnali jsme také výsledky podrobnější 

klasifi kace nálezu do typů 1–5 podle dvou 

konsenzuálních doporučení [13,14]. Shody 

bylo dosaženo u 75 vzorků (70,8 %). Hodnota 

κ činila 0,503, což znamená jen průměrnou 

shodu. Typ 1 při použití jedné z obou metod 

byl hodnocen jako typ 4 při použití alterna-

tivní metody v 19 případech; analogické ne-

shodné hodnocení typů 2 a 3 přispělo dalšími 

osmi neshodně klasifi kovanými výsledky.

Počet intratékálně syntezovaných IgG 

pásů byl porovnán pomocí Spearmanova 

korelačního koefi cientu (ρ = 0,861; 95% in-

terval spolehlivosti [confi dence interval; CI] 

0,802–0,903; p < 0,0001) a vážené κ (0,795; 

95% CI 0,7432–0,8473). Výsledky indikují dob-

rou shodu mezi metodami. Wilcoxonovým 

testem nebyl zjištěn žádný systematický roz-

díl mezi metodami v počtu intratékálně syn-

tezovaných IgG pásů (16 kladných a 17 zá-

porných diferencí; p = 0,8442).

Obr. 1. Oligoklonální IgG – IEF v agaróze s imunofi xací (nahoře) a PAG IEF s imunoblottin-
gem (dole). Anoda je nahoře. Ve zobrazených vzorcích nebyly pozorovány žádné kvalita-
tivní diskrepance (negativní versus pozitivní) mezi metodami.
C1–8 – párové vzorky likvorů; Co+ – pozitivní kontrola (CSF Control, Sebia, Evry Cedex, Fran-

cie); Co– – negativní kontrola (intravenózní IgG preparát Flebogamma®, Instituto Grifols, Bar-

celona, Španělsko); IEF – izoelektrická fokusace; IgG – imunoglobulin G; PAG – polyakrylami-

dový gel; S1–8 – párové vzorky sér

Fig. 1. Oligoclonal IgG on agarose IEF/immunofi xation (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 fl uid 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
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Oligoklonální fLC

Detekce o-fLC byla provedena ve 48 vzor-

cích. Výsledky uvádí tab. 3 a 4 a reprezenta-

tivní příklad je na obr. 2. Bylo dosaženo vý-

borné shody jak mezi metodami, tak mezi 

hodnotícími (κ = 0,9064 a 0,9091 pro o-fKLC 

v agaróze a PAG; 0,9286 a 1,000 pro o-fLLC 

v agaróze a PAG). 

Neshodně klasifikovány byly tři vzorky 

(6,2 %) v případě o-fKLC a jeden vzorek 

(2,1 %; hodnotící A) resp. dva vzorky (4,2 %; 

hodnotící B) v případě fLLC. Počet naleze-

ných intratékálně syntezovaných pásů fKLC 

v těchto diskrepantních případech je uve-

den v tab. 2. V případě fLLC jediný diskre-

pantně hodnocený nález nevykazoval žádné 

pásy fLLC v agarózovém gelu a dva pásy 

v PAG. 

Počet intratékálně syntezovaných pásů 

byl porovnán pomocí Spearmanova ko-

relačního koeficientu (ρ 0,847–0,978; 

p < 0,0001 pro všechna srovnání) a vá-

žené κ (0,804–0,912). Zjištěné hodnoty indi-

kují velmi dobrou shodu. Je pozoruhodné, 

že jsme pozorovali vyšší počet intratékálně 

syntezovaných fKLC pásů při použití PAG 

ve srovnání s agarózou (Wilcoxonův test, 

p = 0,0063 a p = 0,0023 pro hodnotícího A, 

resp. B) a tendenci k vyššímu počtu intraté-

kálně syntezovaných fLLC pásů (Wilcoxonův 

test signifi kantní pouze v případě hodnotí-

cího B, p = 0,0137). 

Srovnání s výpočty intratékální 

syntézy IgG a fLC

Při srovnání výpočtových metod intratékální 

syntézy IgG s IEF v agaróze a imunofi xací ne-

byly zjištěny žádné falešně pozitivní výsledky 

výpočtu podle Reibera [15], Auera et al [16] 

ani Öhmana et al [17]. Jeden falešně pozitivní 

výsledek byl pozorován v případě IgG indexu 

(při použití konvenčního kritéria > 0,7). Senzi-

tivita všech výpočtů však byla nízká (43,5 % 

pro IgG index a vztahy Reibera a Auera et al 

a 52,2 % pro vztah Öhmana et al).

Přestože kvantifi kace fLC byla požadována 

jen u 10 z těchto vzorků, domníváme se, že 

výsledky jsou dostatečně pozoruhodné, 

aby byly prezentovány (tab. 5). Při použití 

cut-off  hodnot pro přítomnost intratékální 

syntézy fLC dříve určených v naší labora-

toři (CSF fKLC 0,54 mg/ l; CSF fLLC 0,30 mg/ l; 

fKLC index 6,07; fLLC index 6,27) jsme nalezli 

100% shodu mezi kvalitativními a kvantita-

tivními výsledky pro fKLC, 90% pro CSF fLLC 

a 80% pro fLLC index. Jeden pacient s nor-

mální koncentrací CSF fLLC, ale zvýšeným 

fLLC indexem neměl žádné intratékálně syn-

tezované fLLC pásy, zatímco jeden pacient 

s normální koncentrací CSF fLLC a normál-

ním fLLC indexem měl dva intratékálně syn-

tezované fLLC pásy v PAG a jeden (hodno-

tící B) resp. dva (hodnotící A) slabé pásy při 

separaci v agaróze. Stojí za zmínku, že oba 

nelineární výpočtové vztahy pro intraté-

kální syntézu fKLC [18,19] byly 100% shodné 

s kvalitativním testem, zatímco recentně na-

vržená cut-off  hodnota 4,2 pro index fLLC 

nebo vztah pro výpočet intratékální syntézy 

fLLC [19] vedl ke třem, resp. dvěma falešně 

pozitivním výsledkům. 

Korelace s klinickými daty

Přestože tato studie nebyla primárně za-

měřena na korelaci výsledků o-IgG a o-fLC 

s klinickými daty, analyzovali jsme výsledky 

u pacientů s dostupnými klinickými dia-

gnózami (n = 42 pro o-IgG; n = 22 pro o-fLC) 

jako další test plauzibility našich laborator-

ních nálezů. Všech 12 pacientů s dia gnózou 

RS mělo pozitivní o-IgG při agarózové IEF/ IF; 

jeden z nich byl negativní na PAG IEF/ IB (je-

diný intratékálně syntezovaný IgG pás). 

Tento pacient vykazoval tři intratékálně syn-

tezované o-IgG pásy při agarózové IEF/ IF, ale 

měl negativní o-fKLC i o-fLLC. Všichni tři pa-

cienti s dia gnózou CIS měli pozitivní o-IgG 

oběma metodami. U všech 27 pacientů s ji-

nými dia gnózami byl o-IgG test negativní. 

Z šesti pacientů s RS, u kterých byla prove-

dena detekce o-fLC, byly o-fKLC pozitivní 

v pěti a negativní v jednom případě. Tři 

z těchto pacientů měli také pozitivní o-fLLC. 

Oba pacienti s CIS, u nichž byla provedena 

detekce o-fLC, měli pozitivní o-fKLC i o-fLLC 

(u jednoho byly o-fLLC patrné jen v PAG; 

jinak zde bylo dosaženo úplné shody mezi 

metodami i hodnotícími). Ze 14 pacientů s ji-

nými dia gnózami mělo 3–5 pozitivní o-fKLC 

(max. 5 pásů v PAG a 7 pásů v agaróze u pa-

cienta s multifokální motorickou neuropatií; 

při použití PAG resp. agarózy byli jeden, resp. 

dva pacienti klasifikováni rozdílně oběma 

hodnotícími), ale jen jediný pacient (s dia-

gnózou kryptogenní polyneuropatie) měl 

pozitivní o-fLLC. Je zajímavé, že při použití 

vyšší cut-off  hodnoty ≥ 6 intratékálně syn-

tezovaných pásů o-fKLC, která byla v litera-

tuře navržena [7], by při separaci v agaróze 

byl jako pozitivní nález klasifi kován jen jeden 

pacient s jinou dia gnózou než RS nebo CIS, 

ale také jen tři pacienti s RS. Naopak stejná 

cut-off  hodnota aplikovaná na PAG IEF/ AIB 

zachovala pozitivitu o-fKLC u všech pěti pa-

cientů s RS, zatímco všech 14 pacientů s ji-

nými dia gnózami než RS nebo CIS by zůstalo 

negativních. Shoda mezi hodnotícími byla 

u těchto vzorků 100%.

Diskuze 
Srovnání různých metod separace a speci-

fi cké detekce o-IgG, které jsou v současnosti 

používány, bylo publikováno v několika stu-

diích [12,20–23], ale použití IEF v agaróze vs. 

v polyakrylamidu nebylo v tomto kontextu 

systematicky studováno. Pro analýzu o-fLC 

Tab. 2. Oligoklonální IgG a fKLC – neshodně hodnocené vzorky.

oligoklonální IgG počet intratékálně syntezova-
ných pásů (hodnotící A)

případ agaróza PAG

1 1 4

2 2 1

3 3 1

oligoklonální fKLC
počet intratékálně syntezovaných fKLC pásů

hodnotící A (hodnotící B) hodnotící B (hodnotící A)
případ† agaróza PAG agaróza PAG

1 1 (1) 3 (2) 1 (1) 2 (3)

2 2 (1) 1 (0) 1 (2) 2 (2)

3 4 (4) 1 (2) 1 (0) 3 (0)

† Pouze v případě 1 byla identická diskrepance pozorována mezi agarózou a PAG IEF/AIB 

oběma hodnotícími. Jako případ 2 a 3 jsou očíslovány různé vzorky pro hodnotícího A, resp. B.

AIB – afi nitní imunoblotting; IEF – izoelektrická fokusace; fKLC – volné lehké řetězce typu 

kappa; IgG – imunoglobulin G; PAG – polyakrylamidový gel
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jsme nenalezli ani jednu takovou srovnávací 

studii. 

Zaměřili jsme se na porovnání dvou ko-

merčně dostupných metod pro o-IgG a na 

porovnání separace o-fLC v agarózovém vs. 

PAG při použití identické detekční procedury 

zavedené pro o-fLC [7,8]. Přínos naší studie 

spatřujeme ve zpracování konsekutivní série 

vzorků zaslaných k analýze o-IgG a o-fLC, 

což zamezuje možnému bias a umožňuje 

také do určité míry odhadnout očekávaný 

podíl pozitivních vzorků. Nedostatkem stu-

die je absence klinických informací u více 

než 50 % vyšetřených vzorků. Nicméně ko-

relace mezi různými testy detekujícími intra-

tékální syntézu imunoglobulinů byla velmi 

dobrá a výsledky v podskupině pacientů 

se známými dia gnózami jsou konzistentní 

s dřívějšími pub likacemi. Proto považujeme 

naše výsledky za spolehlivé. Přesto musí být 

klinicko-laboratorní korelace pozorované 

v naší studii interpretovány s opatrností, 

neboť výsledky o-IgG a o-fLC byly klinickým 

lékařům dostupné, a mohly tak ovlivnit je-

jich dia gnostické rozhodování. Ač je nutné 

pamatovat na to, že intratékální syntéza imu-

noglobulinů není nálezem specifi ckým pro 

konkrétní dia gnózu, ale může se vyskytovat 

u mnoha zánětlivých onemocnění CNS, zdá 

se, že v neselektované populaci pacientů in-

Obr. 2. Oligoklonální volné lehké řetězce.
A) Shodné výsledky v agaróze a PAG IEF/AIB. V C1, C2 a C3 jsou jasně pozitivní oligoklonální fKLC, ale jen v C2 jsou jasně pozitivní oligo-
klonální fLLC. Ve vzorku C1 byly nalezeny dva slabé fLLC pásy při PAG IEF/AIB, zatímco hodnocení při agarózové IEF/IF bylo neshodné 
(dva pásy – hodnotící A, jeden pás – hodnotící B). Vzorek C4 je negativní.
AIB – afi nitní imunoblotting; C1–4 – párové vzorky nativních likvorů; C1d – likvor 1 ředěný 1/10 (jen pro fKLC); Co+ – pozitivní kontrola (mo-

noklonální volné lehké řetězce [Bio-Rad – AbD Serotec, Praha, ČR] ředěné na 0,25 a 0,10 mg/l pro fKLC a 1,0; 0,5; 0,25 a 0,10 mg/l pro fLLC); 

Co– – negativní kontrola (preparát intravenózního imunoglobulinu G ředěný na koncentraci 250 mg/l IgG); fKLC – volné lehké řetězce typu 

kap  pa; fLLC – volné lehké řetězce typu lambda; IEF – izoelektrická fokusace; IF – imunofi xace; PAG – polyakrylamidový gel; S1–4 – párové vzorky 

nativních sér ředěných 1/80 (kromě S1 vedle nativního C1, který byl pro analýzu fKLC ředěn 1/20)

B) Příklad diskrepantního výsledku oligoklonální fLLC mezi agarózou a PAG IEF/AIB. V C1 jsou četné fKLC pásy, zatímco slabé fLLC pásy 
jsou tu patrné pouze na PAG IEF/AIB (dva pásy – hodnotící A, tři pásy – hodnotící B). Co+ je zde naředěna na 0,25 a 0,10 mg/l pro fKLC 
a 1,0 a 0,25 mg/l pro fLLC. 
AIB – afi nitní imunoblotting; fKLC – volné lehké řetězce typu kappa; fLLC – volné lehké řetězce typu lambda; IEF – izoelektrická fokusace; PAG 

– polyakrylamidový 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 fl uid-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 – affi  nity immunoblotting; C1–4 – paired undiluted cerebrospinal fl uid samples; C1d – cerebrospinal fl uid 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/l for fKLC 

and 1.0, 0.5, 0.25 and 0.10 mg/l for fLLC); Co– – negative control (intravenous immunoglobulin G remedy at a concentration of 250 mg/l 

IgG); fKLC – free kappa light chains; fLLC – free lambda light chains; IEF – isoelectric focusing; IF – immunofi xation; PAG – polyacrylamide gel; 

S1–4 – paired serum samples diluted 1/80 (except for S1 next to neat C1 that was diluted 1/20 for fKLC analysis)

(B) Example of a discordant result of fLLC 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 – affi  nity immunoblotting; fKLC – free kappa light chains; fLLC – free lambda light chains; IEF – isoelectric focusing; PAG – polyacrylamide gel
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Tab. 3. Oligoklonální fKLC. Hodnotící A: Chí-kvadrát 34,960, p < 0,0001; κ = 0,8615, 95% CI 0,7101–1,0000. Hodnotící B: Chí-kvadrát 

35,656, p < 0,0001; κ = 0,8621, 95% CI 0,7124–1,0000.

hodnotící A hodnotící B
o-fKLC PAG IEF/AIB

celkem
o-fKLC PAG IEF/AIB

celkem
negativní pozitivní† negativní pozitivní†

o-fKLC agaróza 

IEF/AIB

negativní 30 1 31 (66,7 %) 30 3 33 (68,8 %)

pozitivní† 2 15 17 (33,3 %) 0 15 15 (31,2 %)

celkem 32 (68,9 %) 16 (31,1 %) 48 30 (62,5 %) 18 (37,5 %) 48

† alespoň dva intratékálně syntezované o-fKLC pásy

AIB – afi nitní imunoblotting; o-fKLC – oligoklonální volné lehké řetězce typu lambda; IEF – izoelektrická fokusace; PAG – polyakrylamidový gel

Tab. 4. Oligoklonální fLLC. Hodnotící A: Chí-kvadrát 41,215, p < 0,0001; κ = 0,9344, 95% CI 0,8075–1,0000. Hodnotící B: Chí-kvadrát 37,520, 

p < 0,0001; κ = 0,8636, 95% CI 0,6803–1,0000.

hodnotící A hodnotící B
o-fLLC PAG IEF/AIB

celkem
o-fLLC PAG IEF/AIB

celkem
negativní pozitivní† negativní pozitivní†

o-fLLC agaróza 

IEF/AIB

negativní 38 1 39 (81,20 %) 38 2 40 (83,30 %)

pozitivní† 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

† alespoň dva intratékálně syntezované o-fKLC pásy

AIB – afi nitní imunoblotting; o-fLLC – oligoklonální volné lehké řetězce typu lambda; IEF – izoelektrická fokusace; PAG – polyakrylamidový gel

Tab. 5. Porovnání likvorových koncentrací a indexů volných lehkých řetězců a počtu intratékálně syntezovaných o-fLC pásů.

číslo 
případu

CSF fKLC 
(mg/l)

CSF fLLC 
(mg/l)

fKLC 
index

fKLC IF 
(%)†

fLLC 
index

fLLC IF 
(%)‡

o-IgG ith 
(agaróza; 

PAG)

o-fKLC ith§ o-fLLC ith§

agaróza PAG agaróza PAG

1 6,08 0,99 49,47 90; 83 12,18 66 1; 4 19; 20 21; 22 12; 10 12; 11

2 0,09¶ 0,14 2,54 0; 0 4,57 0 0; 1 0; 0 0; 0 0; 0 0; 0

3 0,22 0,22 5,43 0; 0 8,45 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 0,09¶ 0,16 1,94 0; 0 4,93 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 2; 1 18; 23 24; 24 2; 1 2; 2

8 0,09¶ 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

¶ nedetekovatelné (<0,10 mg/l); pro výpočet fKLC indexu byla použita arbitrární hodnota 0,09 mg/l; v rutinní praxi však indexy v případech s lik-

vorovou koncentrací fLC pod detekčním limitem nepočítáme, neboť ve vzácných případech kombinace nízké koncentrace fLC v séru a nízké hod-

noty albuminového kvocientu mohou poskytnout falešně pozitivní hodnoty (vlastní nepublikované pozorování)

§ – hodnotící A, hodnotící B; CSF – likvor; fKLC – volné lehké řetězce typu kappa; fLLC – volné lehké řetězce typu lambda; IF† – intratékální frakce 

vypočtená podle Presslauera et al [18] nebo Hegena et al [19]; IF‡ – intratékální frakce vypočtená podle Hegena et al [19]; ith – počet intratékálně 

syntezovaných pásů; o-fKLC – oligoklonální volné lehké řetězce typu kappa; o-fLLC – oligoklonální volné lehké řetězce typu lambda; o-IgG – oli-

goklonální imunoglobulin G; PAG – polyakrylamidový gel
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vaných vzorků. Naše výsledky nicméně 

naznačují možnost falešně negativních i fa-

lešně pozitivních výsledků kvantitativního 

testu. Kvantifikace fLC pomocí rozdílných 

reagencií/ přístrojů nemusí poskytovat srov-

natelné hodnoty umožňující univerzální 

použití jediné cut-off hodnoty pro výpo-

čet intratékální syntézy fLC. Diskrepantní vý-

sledky mezi kvantitativními a kvalitativními 

testy pro fKLC byly publikovány v recentní 

studii [33]. Přestože se ukázalo, že detekce 

o-fLC může být nepatrně senzitivnějším tes-

tem než o-IgG pro průkaz intratékálního zá-

nětu, může být také méně specifi cká pro RS 

než o-IgG [5–8]. Proto souhlasíme s Bayar-

tem et al [33], že testy fLC by měly být použí-

vány spíše jako doplněk než jako náhrada za 

analýzu o-IgG, jejíž klíčové postavení je za-

kotveno i v doporučeních českých odbor-

ných společností [34,35].

Izoelektrická fokusace v polyakrylamidu 

může být zvlášť výhodná pro menší mo-

lekuly fLC vzhledem k menší velikosti pórů 

gelu. Skutečně jsme pozorovali vyšší počet 

intratékálně syntezovaných pásů fLC oproti 

IEF v agaróze. Navíc jsme pozorovali, že 

v PAG byly pásy fLC rovnější a celkový o-fLC 

obraz ostřejší než v agaróze, kde jsou pásy 

často nerovné. Nutno ovšem připustit, že 

tyto rozdíly nemusí být způsobeny jen sepa-

račním médiem, ale také různými programy 

použitými pro IEF. Tak či onak se tyto malé 

rozdíly nejeví jako kritické pro konečné kvali-

tativní zhodnocení výsledků o-fLC. 

Uzavíráme tedy s tím, že mezi IEF v aga-

róze a polyakrylamidu bylo dosaženo velmi 

dobré shody. Obě metody považujeme za 

vhodné pro rutinní praxi. Shoda výsledků 

o-fLC mezi dvěma hodnotícími byla stejně 

dobrá, jako bylo dříve prokázáno u o-IgG. 
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mezi porovnávanými testy by byl zapotřebí 

mnohem rozsáhlejší soubor. Hodnocení po-

mocí statistiky κ nám však umožňuje vyslo-

vit závěr, že bylo dosaženo velmi dobré shody 

(κ > 0,80) ve všech srovnáních vyjma srovnání 

klasifi kace o-IgG nálezů do typů 1–5. Navíc 

ojedinělá neshodná hodnocení pozitivity/ ne-

gativity nálezu o-IgG i o-fLC byla pozorována 

pouze v hraničních případech.

Shoda v klasifi kaci typu o-IgG nálezu byla 

vyjádřena méně, ve shodě s předchozími stu-

diemi [20,22,23]. Význam této detailnější kla-

sifi kace je diskutován kontroverzně [1,24,25]. 

Domníváme se, že pouze průměrná shoda 

v klasifi kaci do těchto pěti typů (na rozdíl od 

velmi dobré shody při jednoduchém hod-

nocení negativní/ pozitivní) může být hlav-

ním důvodem omezujícím klinickou užiteč-

nost této podrobnější klasifi kace. 

Je důležité zmínit se o významu hra-

ničních nálezů. Jsou-li laboratoří vydány, 

mohou přispět k nejistotě a stresu pacienta. 

Jediný intratékálně syntezovaný pás může 

představovat „vrchol ledovce“ u monoklo-

nální i oligoklonální odpovědi [25]. V běžné 

praxi je takový nález považován buď za ne-

gativní, nebo za hraniční. Tento výsledek 

jsme u o-IgG pozorovali v 7, resp. 9 % vzorků, 

což je incidence vyšší než uváděná v před-

chozích studiích [26–29]. Přestože takový 

nález, na rozdíl od jiných autorů [1], hodno-

tíme jako negativní, ve shodě s výsledky re-

centní multicentrické studie [29] nález jedi-
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nebo čtyř [3,7,28,32] intratékálně syntezova-
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se více na „kritické vzorky“ s nálezem jed-

noho nebo několika málo intratékálně syn-

tezovaných pásů.

Studie potvrdila, že výpočtové metody 

jsou pro průkaz intratékální syntézy IgG 

méně senzitivní než o-IgG. Ohledně kvan-

tifi kace fLC nemůžeme vyslovit určitější zá-

věry vzhledem k malému počtu analyzo-
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