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SOUHRN

Cil studie: Uprava postupu detekce oligoklonalnich IgM past v likvoru a séru.

Typ studie: Metodicka studie.

Material a metody: |zoelektricka fokusace (IEF) v agarézovém gelu s naslednym afinitnim imunoblottingem. Po vybéru nej-
lepsi varianty z testovanych postupt bylo vySetifeno 35 parovych vzorkd likvorl a sér.

Vysledky: Zlepseni separace IgM bylo dosazeno pouzitim uzsiho pH gradientu (4-8), prefokusaci a katodickou aplikact
vzorku. Separace IgM v nativnich vzorcich likvoru a séra se nepodarilo doséhnout. K uspokojivym vysledkim vedla pred-
Uprava vzorkl dithiothreitolem, popf. nasledné akrylamidem. Intrathekalni syntéza oligoklonalniho IgM byla priikazna u 11
z 35 testovanych vzorkd. Vzorky vSech pacientl s potvrzenou diagnézou nezanétlivého onemocnéni nervového systému
(n=9) i symptomatickych kontrol (n=3) byly negativni. Prikaz oligoklondlniho IgM statisticky vyznamné koreloval s vypoctem
intrathekalni syntézy IgM podle Reibera (P=0,007) i podle Auera et al. (P=0,026).

Zaver: Upravena metoda umozriuje citlivou a reprodukovatelnou detekci oligoklonalniho IgM. Dalsi vyzkum by mel smérovat
jednak k optimalizaci preduipravy vzorku, jednak k pokustim dosdhnout separace IgM izoelektrickou fokusaci v nativnim
(neupraveném) vzorku.
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SUMMARY

Zeman D., Kusnierova P.: Detection of oligoclonal IgM in cerebrospinal fluid

Objective: Improvement of the procedure used for cerebrospinal fluid (CSF) and serum oligoclonal IgM detection.

Design: Methodical study

Material and Methods: Isoelectric focusing (IEF) in agarose gel followed by affinity immunoblotting. After choosing the best
variant from the protocols tested, 35 paired CSF and serum samples were examined.

Results: Improvement of IgM separation has been achieved by using narrower pH gradient (4-8), prefocusing step and ca-
thodic application of samples. Efforts to separate IgM in native CSF or serum samples have been unsuccessful. Satisfactory
results have been obtained using sample pretreatment with dithiothreitol, optionally followed by acrylamide pretreatment.
Intrathecal synthesis of oligoclonal IgM was demonstrated in 11 out of 35 patients. Samples of symptomatic controls (n=3)
or patients with a proved diagnosis of non-inflammatory neurological disease (n=9) were all negative. Oligoclonal IgM result
correlated significantly with intrathecal IgM synthesis estimated either by Reiber’s (P=0.007) or Auer’s formula (P=0.026).
Conclusion: The method described in this article enables sensitive and reproducible detection of oligoclonal IgM bands
separated by IEF. Further research should address the optimisation of sample pretreatment as well as experiments aimed

at separation of IgM in untreated cerebrospinal fluid and serum samples.
Keywords: oligoclonal IgM, isoelectric focusing, affinity immunoblotting, calculation of intrathecal synthesis.

Uvod

Detekce oligoklonalniho (o0-) IgM v mozkomisnim
moku (CSF) byla popséana jiz pred vice nez 20 lety [1-
3], do popredi zajmu neuroimunologl se vSak dostala
az po zjisténi, Ze intrathekalni (ith.) syntéza o-IgM mdze
predikovat agresivni pribéh onemocnéni roztrousenou
sklerdzou (RS) [4]. Metoda pouzivana v téchto studiich
byla popsana skupinou L. M. Villarové r. 2001 [5]. Tato
skupina pozdéji vypracovala i metodu detekce o-IgM
specifickych vici myelinovym lipid&im, které pravdépo-
dobné predikuji nepfiznivy prabéh RS jesté silngji [6].

Prestoze klinicky vyznam detekce o-IgM je refe-
rovan v fadé recentnich publikaci, podrobnégjsi popis
publikovano doporuceni Sekce pro likvorologii a neu-
roimunologii Ceské neurologické spolecnosti [7] zahr-
nujici mezi doporucend vysetfeni i detekci o-IgM a o-
IgA. Vzhledem k opakované prokazané vyssi senzitivité

detekce 0-IgG oproti vypoctdm ith. syntézy IgG je tato
myslenka nepochybné opodstatnéna. Existuje nicméné
urcity rozpor mezi timto doporucenim a zahrani¢nimi
smérnicemi [8, 9], které uvadeéji pouze detekci o-IgG,
jakoz i absenci publikovanych studii v tuzemské litera-
tufe, kde dosud jediné sdéleni na toto téma publikovali
Kelbich et al. [10]. Pouziti komercniho kitu pro detekci
0-IgM bylo popsano pouze pro imunofixacni elektrofo-
rézu [11].

Metoda izoelektrické fokusace s naslednym afinitnim
imunoblottingem (IEF/AIB) byla propracovana C. J. Sindi-
cem nejprve pro detekci oligoklonalnich volnych lehkych
retézcll [12] a pozdgji také o-IgM [2]. Jeji vyhodou je néko-
likanasobneé nizSi detekeni limit oproti klasickému imuno-
blottingu. S pouzitim metody pro detekci 0-IgG a volnych
lehkych fetézcl mame pomémé rozsahlé zkuSenosti
[13-15]. Po Uvodnich pokusech s metodou Villarové et al.
jsme zvolili toto usporadani’i pro studium o-IgM, nebot se
nam nepodarilo dosahnout detekéniho limitu 0,02 mg/l
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popsaného v plvodni praci [5]. | pfes nesystematicky
experimentalni pfistup se ndm podafilo vyvinout meto-
du poskytujici prijatelné vysledky. Tuto metodu v nasem
sdéleni podrobné popisujieme a nabizime tak specializo-
vanym laboratofim Kk pouziti, dalsi optimalizaci, Klinické
validaci a oviem takeé kritickym pripominkam.

Material a metody

IEF je provadéna na pristroji Multiphor Il (GE Health-
care) se zdrojem EPS-3501XL a termostatickym cirkula-
torem. Pouzivame agarézu pro IEF (kat. €. 17046801),
amfolyty Pharmalyte 4-6,5 (kat. ¢. 17045201) a 5-8 (kat.
¢. 17045301), GelBond fim (kat. ¢. 80112293), filtraC-
ni papir (kat. ¢. 80112952) a elektrodové stripy (kat.
¢. 18100440) firmy GE Healthcare; D-sorbitol (kat. &.
85529), DL-dithiothreitol (kat. €. 43815), akrylamid (kat.
¢. 23701) a tris(hydroxymethyl)aminomethan (kat. C.
252859) firmy Sigma Aldrich; prouzky pro aplikaci vzor-
KG (kat. ¢. 42899), Tween 20 (kat.¢. 37470.01) a bovinni
sérovy albumin (BSA, kat. ¢. 11924) firmy Serva; nitro-
celuldzovou membranu s poéry 0,45 pm firmy Sartorius
(kat. €. 11306-41BL). Anolytem je kyselina octova (0,25
mol/l), katolytem hydroxid sodny (0,25 mol/l).

Pro potah membran byla pouzita kozi protilatka pro-
ti lidskému IgM firmy Jackson ImmunoResearch (kat. &.
109-005-043). K detekei byl pouzit biotinem znaceny
F(ab), fragment kozi protilatky proti lidskému IgM téze
firmy (kat. ¢. 109-066-129) s naslednou aplikaci kon-
jugétu streptavidinu s alkalickou fosfatéazou firmy Vec-
tor (kat.C. SA-5100), popr. kozi protilatky proti lehkym
fetézclUm kappa a lambda firmy Bethyl znacené primo
alkalickou fosfatazou (kat.C. A80-115AP a A80-116AP).
K vizualizaci signalu byl pouzit substrat BCIP/NBT firmy
Vector (kat. ¢. SK-5400).

Priprava roztokl pufrd Tris-Cl, pH 9,5, Tris-buffered
saline (TBS) pH 7,6, TBS s 0,05% Tweenem 20 (TBS-T)
a phosphate-buffered saline (PBS) pH 7,4 pro IEF a afi-
nitni imunoblotting je podrobné popsana v praci Boj-
kové [16].

Po Upravé metody bylo testovano 35 vzorkd likvor(
a sér zaslanych k vySetieni oligoklonélnich past. U vSech
byla provedena kvantifikace albuminu, IgG, IgM a IgA na
nefelometru BN ProSpec (Siemens) a detekce o-lgG
(IEF s imunofixaci, Hydrasys, Sebia). Ith. syntéza imu-
noglobulind byla vyhodnocena podle Reiberova vztahu
[17] i vztahu nové navrzeného Auerem et al. [18]. Ve 30
pfipadech byla provedena také detekce oligoklonalnich
volnych lehkych Fetézcl kappa a lambda (IEF/AIB). Sta-
tistické vyhodnoceni bylo provedeno programem Med-
Calc Statistical Software (verze 16.2.0). Vyznamnost
korelace mezi pozitivitou/negativitou jednotlivych testd
byla posouzena Fisherovym exaktnim testem.

Metoda

Agardzovy gel pfipravime rozpusténim 2,6 g sorbi-
tolu a 0,2 g agardzy ve 20 ml destilované vody. Roztok
zahtfivame kvaru a pak po 5-10 minutach nechame

pomalu chladnout. Po poklesu teploty na 70°C prida-
me 0,75 ml Pharmalytu 4-6,5 a 0,75 ml Pharmalytu 5-
8. Po Setrném promichani gel okamzité nalijeme pre-
dehratou pipetou do predehraté masky mezi podlozni
sklo s GelBond filmem a sklo se ,spacerem” (0,5 mm)
anechame 1 hodinu pfi pokojové teploté. Poté Setr-
n& odstranime vrchni sklo a gel inkubujeme ve vihké
komUrce pri 2-8°C 3-24 hodin.

Nitrocelulézové membrany (rozmér 7,5 x 12 cm;
dvé membrany na jeden gel) inkubujeme 2-3 minuty
v destilované vodg, poté 10-15 minut v TBS. Pak na
membranu aplikujeme 8-10 ml neznacené protilatky
proti lidskému IgM fedéné v TBS na 10 mg/I. Nechame
inkubovat na kyvacce pfi pokojové teploté 6-14 hodin.

Bezprostredné pred prefokusaci pripravime vzorky.
Likvory s koncentraci IgM > 1 mg/I fedime 0,75% NaCl
na 1 mg/l a na stejnou koncentraci fedime také séra.
Likvory s niz&i koncentraci IgM aplikujeme nefedéné.
Séra mizeme redit na likvorovou koncentraci IgM, nic-
meéne se nam osveddilo fedéni na 1 mg/l, popf. na 0,5
mg/! u vzorkd s koncentraci IgM v likvoru <0,5 mg/l. Je
nutné dbat na dostateCny objem vzorku (min. 50 pl).
Poté napipetuieme do eppendorfek 1 pl zasobniho
roztoku dithiothreitolu (DTT, 0,5 mol/l v 0,1 mol/l Tris-
Cl pufru o pH 9,5) a pfidame 49 pl adekvatné zrede-
nych vzork( likvoru, resp. séra. Dlkladné promichame
a inkubujeme 20-30 minut pfi 37°C. Poté vzorky pre-
mistime do pokojové teploty. Fakultativné Ize doplnit
alkyla¢ni krok: do eppendorfek napipetujeme 1 pl roz-
toku akrylamidu (0,4 mol/l v destilované vodg) a prida-
me 19 pl vySe popsanym zplisobem upravenych vzor-
k{; inkubujeme pri pokojové teploté v temnu po dobu
30-45 minut.

IEF provadime pfi 10°C. Na gel pfilozime suchy fil-
tradni papir aihned sejmeme. Na keramickou desku
pfistroje aplikujeme cca 1,5 ml petroleje a poté na ni
umistime gel. Na néj polozime elektrodové stripy nasy-
cené v roztocich anolytu, resp. katolytu (mezielektro-
dova vzdalenost 8,5 cm) a cca 1,5 cm zevné od nich
prouzek filtracniho papiru. Prefokusace je jednokrokova
(250 Vh) s nastavenymi maximalnimi hodnotami 600 V,
30 mA, 4 W. Po jegjim ukonceni vypneme pristroj a 2
cm od katody polozime aplikacni prouzek pro vzorky;
do kazdé jamky pipetujeme 7 pl vzorku. Poté spustime
IEF program. Pouzivame gradientovou metodu, pfi kte-
ré voltaz linearné stoupa od hodnoty predchozi faze az
k naprogramované maximalni hodnoté. Program ma
Styri faze: 1) 1 Vh, 300V, 30 mA, 3 W; 2) 125 Vh, 300V,
30 mA, 3W; 3) 500 Vh, 1275V, 30 mA, 8 W; 4) 575 Vh,
1275V, 30 mA, 8 W.

Po uplynuti 110 Vh faze 2) IEF prerusime, vyme-
nime elektrodové prouzky a odsavaci papiry za nové
a sejmeme aplikacni masku. Poté pokraCujeme v sepa-
raci.

Bezprostfedné po této operaci omyjeme nitrocelu-
l6zové membrany v TBS a inkubujeme v roztoku 3%
BSA v TBS (cca 75-90 minut). Kratce pred koncem IEF
membrany omyjeme dvakrat v TBS.

Po skonceni IEF gel oblotujeme filtracnim papirem
navihéenym v TBS a nasledné prilozime nitroceluldzo-
vé membrany (stranou, na niz byla aplikovana protilat-
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ka, na gel). Prilozime 1 filtraCni papir navih¢eny v TBS,
dalsich 5-7 suchych filtraénich papird, sklenénou desku
a zavazi (cca 1,5 kg). Ponechame 50 + 5 minut. Poté
membrany promyjeme v PBS a inkubujeme v roztoku
0,25% glutardialdehydu v PBS po dobu 15-20 minut
pfi 2-8°C; pak je oplachneme destilovanou vodou
a trikrat promyjeme v TBS. Poté inkubujeme v rozto-
ku TBS/0,3% BSA na kyvacce po dobu 20 + 5 minut,
znovu promyjeme v TBS a aplikujeme roztok biotinem
znadené protilatky (fedime 1/20 000 v TBS/0,3% BSA).
Nechame inkubovat 2 — 2,5 hodiny na kyva&ce pfi
pokojové teploté. Membranu pak promyjeme v TBS,
dvakrat v TBS-T, dvakrat v TBS. Nasledné aplikujeme
roztok streptavidinu znaceného alkalickou fosfatédzou
(Fedime 1/750 v TBS/0,3% BSA) a inkubujeme 50 =+
5 minut, promyjeme v TBS, TBS-T a TBS jak uvede-
no vySe a kone¢né detekujeme pomoci roztoku BCIP/
NBT. Optimalniho zbarveni je dosazeno po 30 az 40
minutach. Nakonec membranu promyjeme 5 minut
v TBS a 1-2 minuty v destilované vodé a ususime.

Vysledky

Ukazky IEF obraz(i jsou naobr. 1a 2. Z 35 vySetie-
nych pacientd byla ith. syntéza IgM zjiSténa vypoctem
podle Reibera u Sesti a podle Auera et al. u péti paci-
entl. Ith. syntéza o-IgM (alespon dva zfetelné pasy
v likvoru bez protéjsku v séru) byla detekovana u 11
pacientd (Tabulka 1). U péti z nich byla prokézana ith.
syntéza IgM podle Reibera a u &tyf i podle Auera et al.
U jedné pacientky s vypoctenou vyraznou ith. synté-
zou IgM (intrathekalni frakce 48 %, resp. 28 %) vyzne-
la detekce o-IgM negativné i pfi opakovaném vysetre-
ni. Mezi kvantitativni a kvalitativni metodou nachazime
statisticky vyznamnou korelaci (Fisher(v exaktni test,
P=0,007 pfi pouziti Reiberova vztahu a P=0,026 pri
pouziti vztahu dle Auera et al.). Pfitomnost ith. synté-
zy 0-IgM vyznamné koreluje s pritomnosti ith. synté-
zy 0-lgG (P=0,023) a oligoklonalnich volnych lehkych
rfetézcl typu lambda (P<0,0001), ale nikoliv typu kap-
pa (P=0,246).

Table 1. Clinical diagnoses and the frequency of positive results for intrathecal immunoglobulin synthesis

o-lgG o-ilgM lgG loc* IgM loc*

Multiple sclerosis (n=6) or clinically isolated 13 8 5 5
syndrome (n=7) (100%) (62%) (38%) (38%)
Radiologically isolated syndrome (n=3) 2 1 1 0
Other inflammatory neurological diseases (n=3) 2 1 0 1
Non-inflammatory neurological diseases (n=9) 1 0 1 0
Symptomatic controls (n=3) 0 0 0 0
Unknown (n=4) 3 1 0 0

*Ig loc = positive calculation of intrathecal synthesis according to the Reiber’s formula or the formula of Auer et al. Qualitative interpretation of
the results (positive/negative) was in perfect agreement for IgG, while one MS patient positive for o-IlgM and positive by Reiber’s formula was
evaluated as negative using the formula of Auer et al.
** 5 positives by Reiber’s formula and 4 positives by the formula of Auer et al.

+ dithiothreitol 10 mmol/l
J -
- —
s -
B o5 -
- i -~
- ‘ ‘
- . e N -~ } .
(s ” n E W §
a. B
/ “ ’ LR ] < i ‘
- -
.
e

P1 P2 P3 P4 P5 P6

untreated sera (P1-P4)

N i
P7 P8 C1 S1 C2 S2 C3 S3 C4 S4 NC "3‘, mn'

Fig. 1a. IEF/AIB of 8 serum samples with elevated IgM concentration and/or IgM paraprotein detected on immunofixation
(P1-P8) and four CSF(C) — serum (S) pairs (C1-4 and S1-4). NC = negative control (intravenous IgG preparation diluted to 500
mg/l). At least 2 clear-cut IgM bands not present in serum can be seen in C1, while numerous CSF-restricted IgM bands could
be counted in C2. C3 and C4 were evaluated as negative. On the right, it is demonstrated that samples (P1-P4) mostly do not
enter the gel without dithiothreitol pretreatment.

Klinicka biochemie a metabolismus 3/2016

143



IgM lambda

h P2 P3 P4 . P5. .

Fig. 1b, c. IgM kappa/lambda detection on immunoblots of 8 serum samples with elevated IgM concentration and/or IgM para-
protein detected on immunofixation. The same gel run as in Fig. 1a. The coating anti-human IgM antibody was the same as
for total IgM detection, but biotin-labeled anti-human IgM detection antibody was replaced with alkaline phosphatase labeled
anti-human kappa and lambda light chain antibodies, respectively. The background is less clear than in Figure 1a; this possibly
suggests that trace amounts of immunoglobulins other than IgM might still be transferred onto the membrane and react with
anti-kappa and anti-lambda antibodies. Although the results of IEF/AIB patterns are clearly not so straightforward as those of
immunofixation electrophoresis, identical conclusions could be driven by using kappa and lambda light chain detection (P2 and
P5, IgM kappa; P1, P7 and P8, IgM lambda; P4, IgM kappa and IgM lambda; P3 and P8, no paraprotein detected).
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Fig. 2. IEF/AIB of five CSF (C) — serum (S) pairs (C1-5 and S1-5). Samples were separated within the same run without (2a) or
with (2b) alkylation with acrylamide after incubation with dithiothreitol. C1, C3 and C4 were evaluated as negative, while CSF-
restricted IgM bands could be seen in sample C2 (arrowheads). Sample C5 was evaluated as unequivocally positive (bands
indicated by asterisks) only when alkylated. Interestingly, sample C1 was negative despite pronounced intrathecal IgM synthe-
sis calculated by both formulas, while sample C2 was negative by quantitative testing and the actual CSF IgM concentration
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0.17 mg/I represent the lowest CSF IgM value with positive o-IgM test that we have ever met.

Diskuse

Separace IgM v nativnim vzorku likvoru a séra
se nepodafilo dosahnout ani pfi pouziti vyssi teplo-
ty (15, 25 nebo 35°C), ani pouzitim gelu obsahujiciho
niz&i koncentraci agarézy (0,8 %), 0,5-1 % detergent
(Nonidet P40-Substitute), ani aplikaci vzorku pfi niz-
kém napéeti 150 V podle doporuceni Westermeiera
[19]. Toto pozorovani je v souladu s Udaji publikovany-
mi Sindicem [2] a Cornellem [20], pfestoze nékterym
skupinam se v minulosti podafilo dosahnout separace
nativni molekuly IgM [21-24]. Variantou pro dalsi poku-
sy mize byt velmi fidky agardzovy gel (<0,8 %), popr.
gel obsahuijici 5-10 % glycerol nebo kompozitni agaro-
zovy-polyakrylamidovy gel, jehoz pouziti bylo popsano
Vv praci [22].

V na$i studii se separaci IgM podafilo realizovat
pouze po predupraveé vzorkd DTT, bez niz zlstala ve
v8ech experimentech naprosta vétsina IgM na startu.

Pouziti redukéniho Cinidla se tedy zda nutné. Je zaji-
mave, Ze ve dvou pripadech byly o-IgM pasy zfetel-
né pouze ve vzorku inkubovaném v poslednim kroku
predupravy s akrylamidem. Potfeba zarazeni alkylac-
niho kroku byla v literatufe diskutovana [25], v pripadé
nami zvolené kombinace mUZe spoluptsobit i reakce
akrylamidu s prebytkem DTT, atim zabranéni jeho
interference pfi separaci. ZlepSeni separace IgM bylo
dosazeno viazenim prefokusacniho kroku, katodickou
aplikaci vzorku a pouzitim uzsiho pH gradientu (4-8)
pripraveného kombinaci Pharmalytd 4-6,5 a 5-8. Ten
se jevi jako vhodngjsi nez gradient 5-8, nebot nékteré
prace uvadéji hodnoty izoelektrickych bodd IgM mezi
4,5 a 8[23, 24, 26].

Jiz v ivodu byl zminén potencial metody pro pod-
statné citlivéjSi detekei ith. syntézy oproti kvantitativnim
(vypoctovym) vztahlm. Pri vypoctu vychazime z tzv.
limitniho kvocientu, ktery vyjadfuje maximalni pomér
koncentraci imunoglobulinu v likvoru a séru vysvétlitel-
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ny difdzi pfes hemato-likvorovou bariéru. NejCastéji se
pouziva Reiberlv vztah, ktery je matematicky ve sho-
dé s teoretickou predstavou o kinetice difize protein(
z krve do likvoru [17] a ma obecny tvar:

_a 2 4 32
Qlim 15 = EJQM +b —c

s hodnotami parametr( pro IgM: a/b = 0,67;
b? = 0,00012, ¢ = 0,0071.
Recentné publikovali Auer et al. [18] vztah:

_ b
Qlim 1 = @ - @y

s hodnotami parametr( pro IgM: a = 1,845; b = 1,34.
Vlastni vypocet ith. syntézy je jiz shodny [17, 18]:

Iglnr.' = (ng - th [g) ’ I*gswm'n (mg/|)

resp.

Ig;e =
CSF

Na rozdil od Reiberova vztahu je rovnice Auera et
al. zalozena na Cisté empirickém pristupu; dalsi rozdil
spociva v tom, ze Reiber pouzil data z ELISA stanoveni
IgM, Auer et al. méfili IgM nefelometricky na analyzato-
ru Immage a uvadgji detekeni limit 0,3 mg/l. Pfi pouziti
této metody jsme vSak v minulosti nalezli v likvoru signi-
fikantné vy3si hodnoty nez hodnoty ziskané nefelome-
tricky na analyzatorech fady BN nebo ELISA metodou
[27]. Domnivame se proto, Ze rovnice Auera et al. mize
poskytovat faleSné negativni hodnoty, resp. hodnoty
jejich parametr(l bude tfeba validovat a upravit v pripa-
dé pouZiti jinych méficich systém( pro stanoveni IgM
Vv likvoru.

Vysledky kvalitativni a kvantitativni metody detekce
ith. syntézy IgM i v malém souboru statisticky vyznam-
né koreluji, coz je v CasteCném rozporu s vysledky
publikovanymi na mnohem vét$im souboru pacientt
Kelbichem et al. [10] Navzdory CasteCné opravnénym
vyhradéam vici vypoctdm ith. syntézy [28] je nutné si
uvédomit, ze ith. syntéza zpUsobuje pfitomnost urci-
tého mnozstvi imunoglobulinu v likvoru ,navic® opro-
ti mnozstvi, které by bylo za danych podminek (Q,,
a sérové koncentrace imunoglobulinu) pfitomno pfi
pouhém pasivnim prestupu ze séra. Na tomto elemen-
tarnim faktu jsou zalozeny vSechny vypocty ith. synté-
zy. Uplna absence korelace mezi kvantitativni a kvalita-
tivni metodou proto miiZze upozorfiovat i na analytické
nedostatky jednoho &i druhého postupu.

Metoda by mohla slouzit i pro detekci nizkych kon-
centraci  monoklonalnich  imunoglobulind, podobné
jako u lgG [16, 20]. Klinicky pfinos takové aplikace je
v3ak zfejmé s ohledem na jiné moznosti monitorovani
monoklonalnich gamapatii [29] zanedbatelny.

Potencidl pro vyznamné snizeni detekéniho limitu
vykazuje luminiscenéni detekce. Schneiderovi et al.
[30] jeji pouziti umoznilo Fedit vzorky likvor( a sér na
0,05 mg/l a podil pacientt s CIS a pozitivitou o-IgM je
v jejich studii ponékud vyssi (74 %) nez v praci Villaro-

vé et al. zr. 2005 (46 %). Mnohem nizsi detekeni limit
luminiscencni detekce oproti chromogennim metodam
by také mohl vyrazné usnadnit detekci antigen-speci-
fickych o-IgM (popt. o-IgA, o-IgD) péast v likvoru. Pofi-
zeni pfislusného vybaveni je u nas bohuzel vzhledem
k financni nakladnosti zatim nemozné.

Zaveér

Detekce o-IgM v likvoru je obtizna a stale ne zce-
la uspokojivé vyreSena metoda, kterd ma nicméné
vyznamny diagnosticky potencial u zanétlivych one-
mocnéni nervového systému a vyznamny prognostic-
ky potencial specificky u RS, kde intrathekalni syntéza
o-lgM mUze signalizovat agresivni priilbéh onemocné-
ni. Popsana metoda umoznuje detekovat o-IgM ive
vzorcich s nizkou koncentraci IgM v likvoru. Pro dalsi
metodicky pokrok je nezbytné srovnani réiznych variant
detekce o-IgM, ale také validace metod zalozena na
klinickych datech. Teprve potom bude mozno uvazo-
vat o standardizaci postupu, ktery se ukaze jako nej-
vhodnégjsi.
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