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,Quantity vs. quality”
Odliseni lokalni syntézy Ig v CNS od pasivniho prestupu ze
séra do likvoru je mozné v zasadé dvéma zplisoby:

Vypocet intrathekalni
syntézy:

vychazi ze zmérenych
koncentraci albuminu
(produkovan pouze v jatrech
= veskery albumin v likvoru
je krevniho pavodu) a lg v
likvoru a séru

srovnani s referencni populaci
— statisticky princip

némecka likvorologicka skola
(prof. Reiber)

Oligoklonalni Ig:

v korektnim provedeni rovnéz vychazi ze
zmeérenych koncentraci Ig v likvoru a séru
(nanaseni stejného mnozstvi Ig v ,,parovém
vzorku® na gel)

individualni srovnani obrazu v likvoru s
obrazem v séru téhoz pacienta = zakonité
lepsi vysledky!

bezvyhradné prijimano pro I1gG



Co potrebujeme védeéet pro vypocet
intrathekalni syntézy

e Koncentrace albuminu v likvoru a séru

* Koncentrace IgG (IgM, IgA, volnych lehkych retézcu) v
likvoru a séru

e Kvocient albuminu:

Qap = [Alb]CSF/[Alb]Serum
e Kvocient imunoglobulinu (napfr. IgG — obdobné IgM,

IgA, ...)
QIgG — [IgG]CSF/[IgG]Serum

V nepritomnosti ith. syntézy plati: Quu,>Quy6>Qiga>Qigm
obraceni nékteré z téchto nerovnosti svedci pro ith.
syntézu — i pri krevni primesi !



Vypocet intrathekalni syntézy Ig — Reiberova
hyperbolicka funkce

Zavislost Q-lgG na Q-Alb - parametry Reiberovy hyperbolické
funkce pro Q-mean, Q-lim (+3SD) a Q-lower lim (-3SD)
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Parametry Reiberovy

Qi = %\/(QAZZ))Z +b* —c

hyperbolické funkce
Ig hodnota a/b bA2 - 10M6 c-1073

lgG Q-Lim 0,93 6 1,7
Q-Mean 0,65 8 1,4

Q-lower lim 0,33 0,3

IgA Q-Lim 0,77 23 3,1
Q-Mean 0,47 27 2,1

Q-lower lim 0,17 74 1,3

IgM Q-Lim 0,67 120 7,1
Q-Mean 0,33 306 5,7

Q-lower lim 0,04 442 0,82




Alternativni vztahy

Auer M et al. Quantitation of intrathecal

p . QIg immunoglobulin synthesis —a new
Ig index = QAlb empirical formula. Eur J Neurol 2016,
23: 713-721.
b
A ) ' =a-
Extendovany Ig index (Ohman et Quim 1 Qaw
al. 1989, 1993):
Q a b
ext.lIg index = 19 0,0 IgG* 0,882 1,035
G: 2= 1.12 (E-lgG indéx 1,24 e | o8 | O
IgG: a=1,12 (E-IgG index < 1,24) lgM* 1,845 1,340
IgA: a =1,15 (E-IgA index < 1,0) fKLC** | 09358 | 0,6687
IgM: a =1,9 (E-IgM index < 15) fKLC*** | 3.1276 | 0.8001
fLLC*** | 2.1138 | 0.8650

(*Auer et al. 2016; ** Presslauer et
al. 2014; *** Hegen et al. 2018)




Finalni vypocet intrathekalni syntézy Ig

1G1oc = (ng — Qlim Ig)' Igserum [mg/l]

lgir =1 = (Fg=%) 100 (%)
nebo: Ig;r= Ilggéz: - 100 (%)

Podle intrathekalni frakce IgX,; posuzujeme dominanci
intrathekalni syntézy prislusné Ig tridy (napr. ith. IgM =
80 %, ith. 18G = 25 %: IgM > IgG¢)

Pro sledovani prubéhu nemoci u konkrétniho pacienta je
preferovan Ig,,,



Typy intrathekalni protilatkové odpovédi u

ruznych onemocnéni
(Reiber, Peter: J Neurol Sci 2001, 184:101-122)

Typ Onemocnéni
7adna Casna faze neuroinfekci; AIDP
Dominance IgG RS (IgM 25 %, IgA 9 %)

Neurosyfilis (vzacné + IgM)
Chronicka HIV encefalitis

Dominance IgA Neurotuberkuldza (+ 1gG)
Mozkovy absces
Adrenoleukodystrofie

Dominance IgM Neuroborreliéza (IgM,>1gA >18G¢)
Meningoencefalitis pfi priusnicich
Non-Hodgkinsky lymfom s postiz. CNS (IgM,>0)

IgG+IgA+IgM Oportunni infekce (CMV, toxoplasmdza)




Specifita zkoumanych protilatek

Protilatky proti
mikroorganismim

Viry: measles, rubella, VZV,

HSV, CMV, EBV, virus priusnic, ...

Baktérie: Borrelia burgdorferi,
Treponema pallidum,
Mycobacterium tuberculosis ...

Protozoa: Toxoplasma gondii

* Autoprotilatky

e proti antigendm CNS (neurony, axony,
glie, komponenty myelinu, ...)

* jiné

e Specifita vétsiny i.th. syntezovanych
protilatek u RS dosud neznama (!)

— protilatky proti vzacnym imunogennim
idiotopUm vzniklym nasledkem infekce a
somatické hypermutace BCR V genl
(zavislé na spolupraci s T-lymfocyty)?
(Holmey et al., Trends Immunol 2010; 31(2): 56-
62)

- protilatky proti intracelularnimu debris
(MKNK1/2, FAM84A, AKAP17A) jako
sekundarni imunitni odpovéd na
poskozeni bunék (Brandle et al., PNAS
2016; 113: 7864-9)



Intrathekalni syntéza specifickych protilatek - metody

* ,Kvantitativni“ - vypocet
protilatkového indexu (Al,
viz dale):

- klasicka ELISA

- multiplex

- neprima imunofluorescence:
pomér titrd (1/redéni likvoru :
1/fedéni séra)

,Kvalitativni“:

detekce specifickych
oligoklondlnich pdsu — |EF
+ afinitni imunoblotting
na membranu
inkubovanou prislusnym
antigenem

Western blot: redéni
likvoru a séra na stejnou
koncentraci IgG (IgM, 1gA)



Co je nutné vysetrit, abychom mohli vypocitat
protilatkovy index

Koncentrace specifickych protilatek prislusné tridy (u MRZH
reakce IgG) v likvoru i séru (arbitrarni jednotky)

Koncentrace celkovych protilatek téze tridy (u MRZH reakce
1gG) v likvoru i séru (mg/l)

e Koncentrace albuminu v likvoru i séru (mg/I)



Protilatkovy index (Al)

(Reiber H, Lange P. Clin Chem 1991; 37(7): 1153-60)

Al = Q-lg,,../Q-lg, je-li Q-Ig < Qg
Al = Q-lg,../Qi-lg, je-li Q-lg > Q;;,,-1g (Q, zde

reprezentuje frakci IgG v likvoru krevniho plvodu)

Al > 1.5 svédci pro lokalni (intrathekalni) syntézu
specifickych protilatek

Al v rozmezi 1,3 - 1,5 (-2,0) je povazovan za
hranicni



Interpretace vysledku —
,hastaveni” v nasi laboratori

* Vyznam ma pouze protilatkovy index (Al):
normalné 0,6 — 1,4; pozitivni > 1,4
(hodnoty 1,4 — 1,6 jsou hranicni a je
nutné je interpretovat uvazlive)

e Arbitrarni koncentrace v moku a séru

nemaji vyznam (nenahrazuji sérologickou
diagnostiku)



Intrathekalni frakce specifickych protilatek, F

(Jacobi C, Lange P, Reiber H. Quantitation of intrathecal antibodies in cerebrospinal
fluid of subacute sclerosing panencephalitis, herpes simplex encephalitis and multiple
sclerosis: Discrimination between microorganism-driven and polyspecific immune
response. J Neuroimmunol 2007, 187: 139-146. Dostupné na www.horeiber.de )

* FS =100 - Ingpec.—loc/ngloc (%)

* 19Xjoc = (Q-19X = QeqnlgX) - S-1g [mg/1]

° Ingpec -loc _(Q -1gX spec Qmeanng) ] S'Ig spec, [mg/I]
* F. nelze vypocitat tam, kde Q-IgX < Q,,oqn/9X

* F. ma smysl pocitat pouze pri prokazané
intrathekalni syntéze (Al > 1,5)



Stanoveni IgX; .

o 2?1 Kvantitativni stanoveni (v mg/l) v S a CSF

* V sérovych standardech je ve vysokém redeni zmeérena
koncentrace celkového IgG (ELISA, potah protilatkou
proti F,, fragmentu, kalibrace: proteinovy kalibrator) a
predpoklada se, Ze stejnd OD téchto standardi v
jamkach potazenych anti-lIgG protilatkou i v jamkach
potazenych prislusnym antigenem odpovida stejné
koncentraci protilatky

 Tim je urcen ,konverzni faktor” pro prepocet arbitrarnich
jednotek na koncentrace prislusnych specifickych
protilatek v mg/I



Vyznam F;

U kazdého zanétlivého procesu je protilatkova odpoved
polyspecificka, i u neuroinfekci ma pouze cast tvorenych
protilatek specificitu k antigennim strukturam pricinného
Cinitele

U kauzalni protilatkové odpovédi (neuroinfekce) je F.
proti pricinnému Ciniteli cca 5-30 %

U polyspecifické imunitni odpovedi pri chronickém
zanetu autoimunitniho typu (RS) jsou Fs< 5 %

Pfi uspésné Iécbé neuroinfekce F. (a také R, tj. frakce
specifickych protilatek v séru) klesa, zatimco Al mUze i
stoupat (rychlejsi pokles koncentrace specifickych
protilatek v séru)



Které specifické protilatky v likvorové
laboratofi ULD FNO t.¢. vySetiujeme?

MRZ reakce
(1gG protilatky
proti Measles,
Rubella, Zoster)
— Kkity firmy

Virotech (od r. 2009,
oficidlné od brezna 2011)

lgG protildtky proti HSV 1/2
(oficidlné od cervence 2012)

pfi podezreni na herpetickou encefalitidu (jasna,
ale témér nevyuzivana indikace)

Jako rozsireni MRZ reakce (tzv. MRZH reakce) —
sporné, ale predstavuje naprostou vétsSinu nasich
vysetfenych vzork(

1gG a IgM protilatky proti
borreliim (oficidiné od &ervence 2013)

Kity firmy Euroimmun



Stanoveni Q-Ig,,.. metodou ELISA — pozadavky
na spravné provedeni metody

Likvor a sérum ve stejné sérii, na stejné kalibracni krivce

Likvor a sérum redit na srovnatelné koncentrace celkového
IgG, fedéni likvoru (alespon 1:2) (Castecné) eliminuje efekt
matrice

Optimalné likvor a sérum ve 2 redénich, vysledek z hodnot OD
lezicich blize k sobé (CAVE! zejm. u neuroborrelidzy: extrémné
vysoké koncentrace CSF-IgM = IgM se navaze na antigen na
desticce, takZze uz se nemuze navazat IgG = falesné nizky Q-

/ g Gspec)

Hodnoceni OD vztazené na kalibracni krivku (ve firemnich
kitech vétsSinou kalibrator obsazen nebo Ize objednat zvlast)

Hodnotime pouze OD v rozmezi kalibracni krivky
Interni QC: smeésny likvor a sérum
Externi QC: M, R, Z, H, Borrelie (IgG) — INSTAND, 2 x roCné



Stanoveni Q-Ig,,.. metodou ELISA

* Nekteri vyrobci pouzivaji ,jednobodové” overeni
kalibracni krivky
zalozené na zjisténi zavislosti mezi koncentraci
specifickych protilatek a OD z vice redéni vzorku likvoru
a sér — v praxi zatim nevyuzivané:

 Osterman A, Spath P, Jager G, B6hm S, Osterman P.
Multiple-point evaluation algorithms for enhanced
precision of pathogen-specific cerebrospinal
fluid/serum antibody index calculation. SLAS
Technology 2019; 24(1): 96-104



ELISA analyzator DSX (Dynex)

Y




MRZ reakce — kalibracni krivka (4-PL) modifikovana pridavkem 5. kalibratoru
- s pouZzitim pUvodni ¢tyrbodové krivky fada vzork(li neméritelné nizkych, zejm. u anti-measles I1gG
- OD 4xredéného nejnizsSiho kalibratoru > 10 x(OD blanku + 3 SD) — ovéreno opakované pro vsechny
pouZivané kity (measles, rubella, VZV, EBV)
- arb.j. znasobeny x10 (vzhledem k logaritmické ose koncentraci)
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- \M-14.5 14 DAT Printed on 5/14/2014 at 12:13:50 PM
Plate ID: M-14.5.14 . ~ Measles
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Kalibracni krivka (4PL) — VZV, Rubella (Virotech, modifikovano)

e 'y
Y 1552019 DAT Printed on 5/14/2019 at 11:19:08 AM Page 2 of 4 JBELLA 15.5.2019.DAT Printed on 5/14/2019 at 11:08:30 AM Page 2 of 4
0:VZV 15.5.2018 VZV J: RUBELLA 15.5.2019 Rubella
CURVE FITTING CURVE FITTING

Fit1 Fit1

Log/Lin axes scaling LogrLin axes scaling

Sigmoid with data extrapolation Sigmoid with data extrapolation

A =-0.0202 B =0.8065 C=1655113 D=18727 A=-00281 B=0.7177 C =249.5644 D =28208

R-Squared = 09988 R-Sguared = 0 9878

Curve it Q.C 09959 >= 0.9500 Curve fit @ .C. 0.8976 >= 0.9500
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Kalibracn

’

krivka (polygon =

(Euroimmun)

CAAEQRR IGM 3042019 DAT Printed on 4/30/2019 at 2:09.23 PM Page20of 3
Plate ID: BORR IGM  30.4.2019 Anti-borrelia lgM CSF
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CA\BORR IGG 10.52019.DAT Printed on 5/10/2019 at 12:51:52 PM Page 2 of 3
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Kalibra¢ni krivka — anti-HSV1,2 IgG (Euroimmun)

C:AMANTI HSV 10.5.2019.DAT Printed cn 5/10/2019 at 12:50:29 PM Page 2 of 3
Platg ID: ANTI HSV 1052019 Anti-HSV 1a2 19G CSF Eurcimmun
ant-HSV 1gG CSF
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Inter-assay variacni koeficienty (CV)
kontroly: smésny vzorek CSF, smésny vzorek séra (pro M, R, Z, H, E — jakékoliv
vzorky; pro antiborrel.lgG, IgM nutno pfripravit z¢asti ze vzork( s predem
ovérenou pozitivitou prislusnych Ab)

CSF »Sérovy“ kal.2
fedény 1/4
n/d

Measles (n=26) 7.7 % 11.5% 10.4 %
Rubella (n=26) 11.3 % 13.5% 8.3% n/d
VZV (n=26) 5.4 % 9.0 % 8.0 % n/d
HSV 1/2 (n=8) 7.6 % 6.8 % 8.5% 10.8 % *
Borrelia IgG 19.4 % 11.9% 16.3 % 4.3 %
(n=24)
Borrelia IgM 14.6 % 11.4 % 14.8 % n/d
(n=20)
EBV (n=22) 8.6 % 13.2 % 10.6 % n/d

*n=15



Externi kontrola kvality — 2x ro¢né

INSTAND e. V.
Gesellschaft zur Forderung der Qualitatssicheruing

Enn&iﬂﬂnmscmm_abmlamrlenev INSTAND e V.
mometerprifstelie)
Ubserstr. 20, D - 10223 Dussekdorf Gesellschaft zur Férderung der Quahtalssucl\emng
Tel. +49 (0211 15 52 13 0, Fax +49 (0}211 1592 13 30 in medizinischen Laboratorien e,
(vormals Hamometerprifstelle)
WHO Cofisbarating Centre for Quality Assurance Ubierstr. 20, D - 40223 Dusseldort
and Standardization in Laboratary Medicine Tel. +49 (0]211 1592 130, Fax +49 (0211 15 92 1330

WHO Coliabarating Centre for Qually Assurance
and Standardization in Laboratory Medicine

RNDr., Ph.D. stn«ui\éagoe:(aa Teilnehmer Nr.: 32320
Fakultni nermocnice, i A i B
Insmma of Chnlual Biochemnistry Ringversuch:  Mai 2012 RNDr., Ph.D. Zdenek Svagera Teilnehmer Nr.: 32320
7. i 1790 Proben Nr.: 34 Fakulini nemocnice, ULD, OKB Ri ch:  Mai2012
70352 . Poruba Institute of Clinical Biochemnistry ngversuch: -
h R ra\&a- o 17. listopadu 1790 Proben Nr.: 35L/S
Gzech Republic 70852 Ostrava-Poruba

Czech Republic

ZERTIFIKAT

ZERTIFIKAT
3 Spezifische Antikbrper Im ZNS
Ringversuch Liquor IV (Nr. "f:l it Ringversuch Neuroborreliose (Nr. 465)
gilltig bis: 3. Aug. 2013

Methoden bezogene Auswertung (Al-Wertc)

Methode ZW__ | Quote % Tei - Ergebnis
Methode ZW__| Quote inek i Code n Median | Bereich Al % AL | Abw. vom | Zertifikat
Code n I Modion | Bereich | Al % ar ] ZW (%)
- L BW 44 121 0,6-295 134 70
Masern | VT 15 300 | 1349 | 28 60 40 | DO 2 140 | 091,89 134 91
Rételn vr o oem [ests | e 8 101 ER 26 134 lope17a| 134 96 173 29 ja
VEZV. VT 17| 100 0,65:2,7 Lo 7% 103 VT 20 1,40 077-1.7 134 95
ER 3 [ 082 0,642,11 085 86 097 VR 17 128 06-1.5 134 94
[ ————— MK 15 143 197505 134 53
Rest 25 140 | 05672 134 44
Richtige Interpretation: Interpretation des Teilnehmers:
m} .lq(;;:h}:;wels auf intrathekale AK- ] ls(;s:'n Hinweis auf intrathekale AK- Richtige Inte: T Interpretation des Tei -
- = . Kein Hi [ intrathekal Kein Hinweis auf intrathelcale
5] lnérﬁg"nehloe inuk&gc& Syngw}slc lr{emﬂelwlé J:mkd =5 Syngeﬁe ® cin ekt ISII ink le o feain ] II;I;-W;EIS;" ‘Ili:::e al
[ Chronisch-entziindl. Prozess [ Chronisch-entziindl. Prozess o I;Mﬂ:ﬂk Borrelien-Antilrper- ®  Intrathekale Borrelien-Antikdrper-
[1 Unplausibler Al-Wert [ Unplausibler Al-Wert yndhese Stheee
OM OR OZ OH OM OR OZ OH O  Grenzwertiger Befund O  Grenzwertiger Befund
©  Unplausibler AL-Wert ©  Unplausibler Al-Wert
Bemerkungen sind jeweils im Bericht mit Bezug auf Teilnchmer Nummern zu finden. Bemerkungen:

gez.: Prof. Dr. H. Reiber LZ,
gz.: Dr. K. Zimmermann

pewame. 07082002 024812

ad: 20.30.2012 104614



Problematické hodnoceni EQA

INSTAND e. V.

Gesellschaft zur Forderung der Qualitétssicherung
in medizinischen Laboratorien e. V.

(vormals Hamomaterpriifstel

fie)

Ubsierstr. 20, D - 40223 Dijsseldorf
Tel. +49 (0)211 15 92 13 0, Fax +49 (0)211 1592 1330

RNDr., Ph.D. Zdenek Svagera
Fakultni nemocnice, ULD, OKB

Institute of Clinical Biochemnistry

17. listopadu 1790
70852 Ostrava-Poruba
Czech Republic

Teilnehmer Nr.: 32320
Ringversuch:  Mai 2013
Proben Nr.: 33

ZERTIFIKAT

Ringversuch Liquor IV (Nr. 463) - Spezifische Antikérper im ZNS
glltig bis: 2. Mai 2014

Methoden bezogene Auswertung (Al-Werte)

INSTAND e V. i, M-l
Gesellschaft zur Férderung der Qualititssicherung =~ 5 T * o

in medizinischen Laboratorien e, V, e Ll

Uhiergir, 20, [0 - ${223 Disseidoet
Tl e (URLE 19 93 23 0, P 48 (0211 1592 13 0
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ZERTIFIKAT

Ringversuch Neuroborreliosa (Nr. 465)
i bis: 2. Miai 2014

Codo n Median | Bercich Al % Al %m Zertifikat

Masern | VT 17 LI0 | 0813 10 100 1,05 ja
Roteln A3 11 107 | 0813 10 100 1,09 9
VZV \ 19 Lo | 0517 10 89 101 1 s
HSV ER 35 103 | 07635 [ 10 91 1,04 4 Jia
(Die Kasegarien i’ oder wem' it i i 3008 vom Zietwest)

Richtige Interpretation: Interpretation des Teilnehmers:

& Kein Hinweis auf intrathekale AK- Kein Hinweis auf intrathekale AK-

Synthese Synthese

O Intrathekale Antikirper-Synthese
OM OR 0OZ OH
O Chronisch-entziindl. Prozess
[0 Unplausibler AI-Wert
OM OR OZ OH

O Intrathekale Antikdrper-Synt
OM OR Z OH
O Chronisch-entziindl, Prozess
O Unplausibler Al-Wert
OM OR 0z OH

Bemerkungen sind jeweils im Bericht mit Bezug auf Teilnehmer Nummern zu finden.

VAT,

FAKULTNI NEMOCNICE OSTRAVA

C 11, ftopade ¥ 8
Ehp Q0
s 1

420 536 917 340

rbonba gez.: Prof. Dr. H. Reiber
OCHEMIE

Methode ZW | Quotn% r - Ergebmis |
Code n Median VE% Al % Al Abw. vom | Fertifikst
BW a0 0,54 17 0,57 &5
Do 27 052 - B 1 :
ER 35 RPN |- 2 098 L] in.
¥T n 0 | 12 0.4 i
VE 1% o9y S 054 B4
ME 16 0RE | 16 094 81
Best B | ooe | 16 | 0%
i il ey e ke mav o errel mdmge Abweichary e 8 00 e Jisbew
Richtige Interpretation: Interpretation des Teilnehmers:
® Kein Hinweis aof inathekale & Koein Himweis auf intrathekale
Borrelicn-AK-Synthess Borelien-AK-Syrthese
Inerathekale Borrelien-Antikfrper- O Ineratheknle BorreSen-Antikieper-
Synihese Synthese
] Grenawertiger Befund (9] Grenzwertiger Befund
) Unplausibler Al-Wen [ Usgplausibler Al-West
Bemerkungen:
i ' £t
Fid

gez.: Dr. K. Zimmemann
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KORREKTURZERTIFIKAT

Ringversuch Neuroborreliose (Nr. 465)
gilltig bis: 8. Nov. 2013

Methode ZW__ | Quote % Teilnehmer - Ergebnis
i Al Abw. vom i

Code n Median | VK% AL % i Zertifikat
BW 40 131 13 1,31 70
DO 17 0,56 18 0,56 100 b
ER 27 2,17 11 2,18 85 2,08 -5 ja
vT 20 4,00 10 4,00 85
VR 15 1,72 15 1,73 93
MK 15 035 17 040 47
Rest 26 | 099 15 1,08 - !

Methode ZW__ | Quote % Teilnehmer - Ergebnis
Code n Median | Bereich Al % Al | Abw. vom | Zestifikat
ZW (%)
BW 40 131 (04229 215 23
DO 17 056 | 04068 [ 2i5 0
ER 27 218 | 146851 [ 218 85 2,08 5 ia
vr 20 40 181969 | 40 85
VR 15 1,73 13623 | 215 73
MK 14 038 |021415| 215 7
Rest 27 1,07 1018611 215 26

Die Bewertung 'ja' odet ‘nein’ fir das Zertifikat beziehr sich auf die maximal zuldssige Abweichung von + 30% vom Ziclwert

Richtige Interpretation: Interpretation des Teilnehmers:

Unplausibler Al-Wert

Kein Hinweis auf intrathekale O Kein Hinweis auf intrathekale
Borrelien-AK-Synthese Borrelien-AK-Synthese
® Intrathekale Borrelien-Antikdrper- ® Intrathekale Borrelien-Antikérper-
Synthese Synthese
O Grenzwertiger Befund
O

(@] Grenzwertiger Befund
(@] Unplausibler AI-Wert

Bemerkungen:

gcz.’: Dr. K. Zimmermann

Die Bewertung 'ja' oder 'nein’ i dis

Bemerkungen:

gez.: Dr. K. Zimmermann



Likvorova koncentrace specifickych protilatek pod

(B &4

o VvV/

* Measles: 26 %

* Rubella: 8 %

e VZV:2 %

Kity firmy Euroimmun (kalibracni krfivka presné dle zadani
vyrobce)

* HSV:10%

ALE: Zddny vzorek z kontrolnich cyklt INSTAND v letech 2010-
2019 (M, R, Z, H)!



Nemoznost
primeho zjisténi
seropozitivity
(sérum v jiném
redéni, u kitU
Euroimmun navic
jiné inkubacni doby)
— |ze obejit nebo je
nutné sérum
analyzovat zvl3st?

Uskali ELISA metody

* Non-paralelismus dilucnich krivek:
nizkoafinitni versus vysokoafinitni
protilatky — rGzné smérnice
dilucnich krivek

- non-paralelismus mezi likvorem a
serem: pripustime-li afinitni
maturaci intrathekalni
protilatkové odpovédi, budou mit
intrathekalné syntezovaneé
protilatky vyssi afinitu (aviditu)

- non-paralelismus mezi
likvorem/sérem a kalibratorem



Uskali metody — kdy nelze hodnotit ith. syntézu
Ilg kvantitativnimi metodami

Infaze albuminu = vzestup S-Alb = pokles Q-Alb = pokles Q;-Ig =
,faleSné” pozitivni ith. syntéza

Plazmaferéza (se substituci alouminu) = pokles S-lg = vzestup Q-lg =
,faleSné” pozitivni ith. syntéza

Infiize imunoglobulini = pokles Q-IgG = ,falesSné” negativni ith. syntéza
,celkového” 1gG (u specifickych Ig zavisi efekt na obsahu specifickych Ig v
infundovanych IVIG — pokud jsou v nizsi koncentraci nez v séru /nebo zcela
chybéji — zejm. specif. IgA, IgM/, muize byt efekt opacny)

Masivni (= makroskopicka) krevni primés: vzestup CSF-Alb i CSF-Ig, ale
rGznou mérou, relativné nejvice u CSF-IgM = vzestup Q-IgM = ,,falesné”
pozitivni ith. syntéza (vzacnéji i u IgA, nejméné cCasto u IgG)



Uskali metody — vliv krevni pfimési

Krevni primés v principu
neznemoznuje hodnoceni ith.
syntézy specifickych protilatek:
Al = Qg pec 156/ Qigg t- ViV krevni
primesi je ve vzorci eliminovan
(specifické protilatky prichazeji v
mnozstvi umerném ,,celkovym®
protilatkam téze tridy)

ALE: NELZE KORIGOVAT NA Q;;. !
(korekce muze poskytnout
falesné pozitivni vysledek)

* Priklad:

Krvavy likvor, po centrifugaci Ciry bezbarvy

Q-Alb 16,7-103, Q-1gG 11,7-103 (Q,, -IgG
14,0 -103), Q-1gM 9,6:103 (Q-1gM 6,7
-103), Q,,,,-18G 10,0-10°3, Q,,,-1gM
8,2:1073,

Al-borr. 1gG: 0,85 = negativni (Q,ec. 156/ Qg »
protoze Q-1gG<Q,-1gG)

Al-borr. IgM: 1,30 = hranicni (Qpec g1/ Qim.
gm » Protoze Q-1IsM>Qy;,-1IgM) — ALE
vzhledem k makroskopické krevni
primeési nelze tuto korekci pouzit. Pri

poufZiti vzorce Q. jyu/ Qg dostaneme
Al-borr. IgM 0,85 = negativni !



MRZ reakce

ve FN Ostrava zasluhou prim. RNDr. L. Novackové (1957-2011) od konce
r.2009, pocatkem r.2010 zakoupen ELISA analyzdtor DSX (Dynex), v nabidce
metod laboratore od 3/2011

* Detekce intrathekalni syntézy 1gG protilatek proti
virim spalnicek (measles — M), zardének (rubella
— R) a varicella zoster (Z), popr. jesté proti viru
herpes simplex (H) (,,MRZH reakce”)

* \lyskyt u chronickych zanétlivych onemocnéni
autoimunitniho typu, u neuroinfekci jen velmi
vzacne

* Prvni popis: Reiber H, Lange P. Clin Chem 1991,
37:1153-60



MRZ reakce

MRZ reakce: prukaz
polyspecifické imunitni
odpovedi — RS, systémova
autoimunita s postizenim CNS
(zde diff. dg.: autoprotilatky v
séru), vétsi specificita pro RS
nez u oligoklonalniho IgG
(negat. u chron. neuroinfekci,
NMO, PND)

U pacientl s RS jsou podle
literarnich udaju zvysené
hodnoty Al:

M 78 %, R 65 %, Z55 %; MRZ >

90 % (pozitivita protilatek k 1-3
antigeniim)

V pribéhu RS se muze
pozitivita objevit nové a
zvyseny M-Al je spojen s
rychlejsi progresi nemoci
(Petereit, Reske 2005) a
koreluje s poctem lézi v T2w
MR obraze (Rosche et al. 2012)

M a R protilatky vyznamnéjsi
pro diagnostiku RS nez Z

(relativni vyznam 9: 8 : 1)
(Brettschneider a kol. 2009)

Intrathek. syntéza antiborre-
liovych protilatek (Al): dif. dg.
vyznam (muze vsak bytiv
ramci polyspecifické imunitni
odpoveédi u RS)



Vlastni soubor 2009-2013 (n=738)

Diagnosticka MRZ (pocet pozitivnich specifit) Celkem
skupina
0 1 2 3
1: RS 44 21 18 22 105
2: CIS 74 29 20 15 138
3: neuroinfekce 36 10 3 0 49
4: jina zanétliva 38 7 2 0 47
onem.CNS
5: nezanétliva onem. 182 16 0 0 198
CNS
6: , kontroly“ 59 2 0 0 61
9: neznama dg. 130 9 0 1 140




MRZ jako prediktor konverze CIS do RS
(obecné Ize ocekavat, podobné jako u OCB, fLC, MRI apod.!)

42 % pacientu s CIS dale sledovanych na nasi ambulanci
progredovalo po LP do RS

Tito pacienti meli vyznamné castéji pozitivhi MRZ reakci
(P=0,0335) a vyssi pocet pozitivnich specifit (P=0,0102) nez
pacienti (dosud) neprogredujici do RS

Tito pacienti meéli vyznamné Casteji pozitivni anti-Rubella Al
(P=0,0040), ale jen nevyznamné cCastéji pozitivni anti-Measles
Al (P=0,3454) a anti-VZV Al (P=0,1423)

Pro vypocet senzitivity a specificity do skupiny ,,RS“ zahrnuti i
pacienti dg. skupiny 2 (CIS), kteri po LP konvertovali do RS



Intrathekalni syntéza jednotlivych antivirovych
protilatek u RS u nasich pacientu

 Measles: 47/152 (30,9 %)
* Rubella: 68/152 (44,7 %)
o Zoster: 66/152 (43,4 %)

e HSV: 1/24 (4,2 %) (+ 2/18 CIS)
e EBV:2/48 (4,2 %)
e Borrelie (I1gG): 2/10 (20 %)
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Korelace mezi pozitivitou OCB a pozitivitou MRZ reakce

P<0,0001
OCB negat. | OCB pozit. Celkem
MRZ negat. 411 150 561 (76,1 %)
MRZ pozit. 21 155 176 (24 %)
celkem 432 (58,9 %) | 305 (41,1 %) 737




Korelace mezi pozitivitou OCB a pozitivitou MRZ

reakce u RS
P<0,0001
OCB negat. | OCB pozit. Celkem
MRZ negat. 15 47 62 (40,8 %)
MRZ pozit. 1 39 90 (59,2 %)
celkem 16 (10,5 %) | 136 (89,5 %) 152




Diagnosticky vyznam MRZ reakce ve
sledovaném souboru

oCB MRZ MRZ
polyspecif.
Senzitivita 89,3 % 59,2 % 38,8 %
Specificita 77,8 % 88,7 % 98,6 %
Pozitivni prediktivni 62,3 % 68,7 % 92,2 %
hodnota
Negativni prediktivni 94,7 % 83,8 % 79,3 %

hodnota




Intrathekalni syntéza jednotlivych antivirovych

IgG protilatek u RS ve srovnani s literarnimi udaji

Reiber et | Bednarova | Bednarova a | Robinson- Kula- Rosche et | MS centrum

al. 1998 etal. 2005 Stourat Agramonte | kowska et | al. 2012 FN Ostrava

2009 etal. 2007 | al. 2012 2009-2013
(2009-
4/2012)
Measles 78 % 68 % 32 % (RR) 78 % 55 % 46 % 30,9 %
20 % (PP) (31 %)
Rubella 60 % 40 % 24 % (RR) O 30% 63 % 54 % 44,7 %
% (PP) (43 %)
VzZV 55 % 36 % 24 % (RR) 59 % 50 % 69 % 43,4 %
0% (PP) (45 %)
MRZ 89 % 86 % 56 % (RR) 100 % 81 % 59,2 %
20 % (PP) (62 %)
MRZ 67 % 48 % 58 % 38,8%

polyspec

(37 %)




Recentni metaanalyza: vyznam MRZ reakce jako
nejspecifictéjsiho ,rule-in“ testu pro podporu dg. RS (na rozdil od
0-1gG, ktery je nejsenzitivnéjsSim ,rule-out” testem)

.
J Neurol (2017) 264:453-466 @ CrossMark
DOI 10.1007/500415-016-8360-4
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The MRZ reaction as a highly specific marker of multiple
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Intrathekalni syntéza jednotlivych antivirovych IgG protilatek u RS ve
srovnani s jinymi diagndzami — novejsi prace

Hottenrott et al. 2017 Hottenrott et al. 2018 Feki et al. 2018 (Tunisko)
PP-RS RR-RS OIND PCNSL Psychiatrické RS Non-RS
n=103 n=100 n=48 n=37 dg. n=60 n=37
n=78
Measles 62 % 48 % 6 % 14 % 3% 58 % 24 %
Rubella 57 % 43 % 12 % 5% 0% 65 % 16 %
74V, 48 % 39% 15 % 19 % 10 % 63 % 11 %
MRZ 84 % 69 % 23 % 32 % 10 % n.s. n.s.
MRZ 54 % 43 % 8 % 8 % 3% 65 % 8 %
polyspec (vSechny Al (vSechny Al (3 pacienti — NMO,
<2.0) <2.0) neuro-Behget,
neuro-Sjogren




Dif. Dg. RS x systémova autoimunitni onem.s postizenim CNS
Venhoff N, ... Hottenrott T. Front Immunol 2019; 10: 514

e owens n-40) ANA RS (n-68)

M 10 % 59 %

R 10 % 48 %

Z 12.5 % 44 %

MRZ 20 % (Al > 2.0: 12.5 %) 69 % (Al > 2.0: 69 %)
MRZ polyspec. 12.5 % (Al > 2.0: 5 %) 54 % (Al > 2.0: 37 %)
IgG OCB 32.5% 90 %

ANA-titr: median (rozmezi) 800 (200 — 6400) 400 (100 — 3200)

RDWCNS = revmaticka onemocnéni s postizenim CNS (32 SLE, 6 ANCA-asociovana
vaskulitida, 1 Cogandv syndrom, 1 Behcetova nemoc)

* 68/149 RS (45.6 %) s pozit. ANA (NIF); oproti RDWCNS méli tito pacienti jen vzacné
dalsi autoprotilatky (napf. ANCA — 1/68 vs. 5/40 pacientti s RDWCNS; APLA —2/68 vs.
12/40 pacientll s RDWCNS; anti-dsDNA — 3/68 vs. 22/40 pacientli s RDwWCNS)



Intrathekalni protilatkova odpovéd u RS jako
nevycerpatelny zdroj teoretickych hypotéz

* Mikhael Bonnan (Service de Neurologie, Centre Hospitalier F. Mitterand, Pau, France):
Does disease-irrelevant intrathecal synthesis in multiple sclerosis make sense in the light
of tertiary lymphoid organs? www.frontiersin.org, 2014; 5: Article 27.

* MRZ chdpe jako soucdst Sirsi nespecifické ith. reakce namirené proti radé cilti vcetné
vetsiny béznych infekcnich agens

* ALE: velmi nizka frekvence ith. syntézy anti-EBV IgG, anti-CMV IgG aj.
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»EBV serum-CSF paradox“

e Osoby s infekéni mononukledzou v anamnéze
maji 2,17krat vyssi riziko rozvoje RS ve srovnani s
osobami, které neprodélaly symptomatickou EBV
infekci

* Prevalence EBV-séropozitivnich osob mezi RS
pacienty dosahuje témer 100 % (je vyrazné vyssi,
nez prevalence M, R, Z, H — séropozitivnich osob
mezi RS pacienty)

* Presto je intrathekalni syntéza anti-EBV protilatek
detekovana jen vzacneé (kolem 15 %)



Intrathekalni syntéza antivirovych protilatek u

pacientu s RS — korekce na séroprevalenci
Ruprecht K, Wildemann B, Jarius S. J Neurol 2018; 265: 239-53

1

Dospeli:

séroprevalence 88.3 96.2 81.0(95.6) 76.1 96.6 97.6 96.6
(%)

pozitivni Al (%) 66.4 56.5 51.0 26.8 15.6 9.7 4.3
pozitivni Al 75.2 58.7 63.0(53.4) 35.2 16.2 9.9 4.5
Déti:
séroprevalence 85.6 82.5 87.1 43.3 89.3* 88.1 89.3
(%)
pozitivni Al (%) 48.7 34.9 46.1 28.6 16.7 20.9 14.0
pozitivni Al 56.9 42.3 53.0 66.1 18.7 23.7 15.7



»EBV serum-CSF paradox” — mozné vysvetleni

* B bunky produkujici protilatky pronikaji do CNS v
dobé primarni EBV infekce (kdy zpravidla jesté
neprobiha tvorba protilatek proti EBV)

* Repertoar bunék produkujicich protilatky v CNS u
pacientu s RS je tak , otiskem® (,,fingerprint”,
,shapshot”) repertoaru bunék produkujicich
protilatky v periférii vdobé primarni EBV infekce

 Otto C, Hofmann J, Ruprecht K. Med Hypotheses
2016; 91:109-13



MRZ reakce v dif.dg. RS x NB

Bednarova J, Stourad P, Adam P. Acta Neurol Scand 2005, 112: 97-102

MRZ (>1| B.b.Al | 0OCB | TElem | TQ-Alb
Ag) (>1,4) (> 15/3)
RS 88,0% | 262% | 81% | 33,3% | 31,0%
(n=42)
NB 74% | 890% | 74% | 92,6% | 81,5%

(n=27)




Pacientka €. 1: CIS—RS

(neuritis n. 1) CSF: Q-Alb
3.68*107-3, intrathek. syntéza
IgG 45 %, I1gA 4 %, 1IgM 88 %,
OCB 19/0 (typ 2)

Pacientka €. 2: NB (PNP)
CSF: 9/3 elem, CB 0,277 g/I,
cytologie norm., Q-Alb
3,61*107-3, intrathek. syntéza
IgM 10 %, 1gG a IgA vypoctem
negat., IgG-OCB: 12/0 (typ 2)
V obou pripadech pozitivni
antiborrel. IgG v séru

OCB u pacientky s RS (vlevo) a NB (vpravo)

. ' I
l.
#



Pacientka ¢. 1

Protilatky IgG
anti-

Measles

Rubella

VZVv

EBV

Borrelie

Diff. dg. roztrousena sklerdza (CIS) x neuroborreliéza

CSF Sérum Q Anti- Komentar
(arb.j.) (arb.j.) CSF/S - body

103 index
71,43 7637 9,353 3,88 i.th. syntéza
169,62 31841 5,327 2,21 i.th. syntéza
860,47 269691 3,191 1,32 Negativni
114,12 21023 5,428 2,25 i.th. syntéza

24,06 5756,2 4,180 1,73 i.th. syntéza



Pacientka €. 2 Diff. dg. roztrousena skler6za x neuroborrelidza

Protilatky IgG CSF Sérum Q Anti- Komentar
anti- (arbj.)  (arbj.) CSF/S  body

*103 index
Measles 12,80 7634 1,677 0,82 Negativni
Rubella 20,28 18392 1,103 0,54 Negativni
\VAY 98,80 59591 1,658 0,81 Negativni
EBV 30,26 28740 1,053 0,51 Negativni

Borrelie 238,70 63137 37,807 18,40 i.th. syntéza !



Zavery: MRZ reakce

MRZ reakce je méné senzitivni, ale vice specificka pro dg.
RS nez IgG-OCB

Polyspecificka intrathekalni protilatkova odpoved
(pozitivita MRZ reakce proti >2 Ag) je jesté méné
senzitivni a jeste vice specificka pro dg. RS

MRZH varianta se nejevi jako vytéznéjsi nez MRZ
(racionalni indikace jen je-li v dif.dg. herpeticka infekce)

Pravdépodobnost pozitivity MRZ(H) reakce pfi absenci IgG-OCB je
nizka (u RS 15 — 30 % OCB-negativnich pacient(); presto ma jeji
provedeni i za téchto okolnosti své opravnéni, zejména v diagnosticky
nejasnych pripadech



ZAVERY: kvantitativni metody detekce ith.
syntézy specifickych protilatek obecné

Detekce intrathekalni syntézy specifickych protilatek je cennou
metodou v diagnostice neuroinfekci (protilatky proti pricinnému
Ciniteli) i roztrousené sklerézy (MRZ/H/ reakce)

Al nelze vypocitat, pokud je koncentrace I1gG (IgM u antiborrel.
IgM) v likvoru ,,méné nez” — v takovém pripadé je vysledek
yarbitrarné” negativni (ith. syntézu neprokazujeme)!

Analytické provedeni zlstava ponékud problematické: puvodni
doporuceni dvojiho redéni likvoru a sér ustoupilo ekonomickym
zajmum; pouzitim jediného redéni se a) usetri, b) nepfrijde se na
mozné problémy, které mohou vysledek zpochybnit. Korektni
provedeni testu pro diagnostické i vyzkumné ucely je také
otazkou etickou

Osetrujici lékar musi respektovat omezeni testu a vysledky
interpretovat v kontextu klinického stavu a ostatnich vysetreni



lgG: ,,Quantity versus quality”
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Prokazana lokalni produkce oligoklon.
lgG.



yKvalitativni“ metody detekce intrathekalni
syntézy antigen-specifickych protilatek

* Antigen-specificke oligoklonalni pasy
(IgG, jen vyjimecné ostatni lg)

- |IEF/afinitni imunoblotting: membrana potazena
relevantnim antigenem (napf. firma ProSpec,
lzrael, https://www.prospecbio.com/company )

- Je vhodné aplikovat vétsi mnozstvi IgG nez pri
detekci ,,celkového” oligoklonalniho 1gG — u
neuroinfekci predstavuji antigen-specifické 1gG 10
— 20 % z celkového IgG, u polyspecificke
,doprovodné” odpoveéedi (napr. MS) 0,1 — 0,5 %




Specifita oligoklonalnich protilatek — I.

Infekcni agens
Antigen Metoda* Vysledky** Reference
Virus spalniéek PVDF, ALP RS: 14/18; AMON: 12/27 ; VZV Sindic et al. 1994,
meningitis: 1/3; neurolupus: 1/2; Frederiksen a
kontroly: 0/12 Sindic1998;
CL RS: 3/3; CIS: 1/3 Skorstad et al. 2009
IgG-OCB-neg.RS: 4/17; kontroly: 0/11 Stich et al. 2015
Virus zardének PVDF, ALP RS: 12/18; AMON: 6/27; neurolupus: Sindic et al. 1994,
1/2; kontroly: 0/12 Frederiksen a Sindic
1998
CL IgG-OCB-neg.RS: 2/17; kontroly: 0/11 Stich et al. 2015
Virus pfiusnic PVDF, ALP RS: 6/18; AMON: 6/27; kontroly: 0/12 Sindic et al. 1994;
Frederiksen a Sindic
1998

*vzdy IEF/AIB, neni-li uvedeno jinak; **podil pacientu s ith. syntézou z celkového poctu pacientu dané dg.
skupiny

IF = imunofixace; membrana: PVDF = polyvinyliden-difluoridova; NC = nitrocellulosova

Znaceni detekcni protilatky: HRP = kienova peroxidasa, ALP = alkalicka fosfatasa

Chromogen: 4-CN = 4-chloro-1-naftol; AEC = 3-amino-9-ethylkarbazol; BCIP/NBT = 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfat/nitroblue tetrazolium

CL = chemiluminiscence




Specifita oligoklonalnich protilatek —I.

Infekcni agens (pokr.)

Antigen Metoda Vysledky Reference
VZV PVDF, ALP; RS: 8/18; AMON: 9/27; \VZV- Sindic et al. 1994,
meningitis: 3/4; HE: 3/3; Frederiksen a Sindic
neurolupus: 2/2; kontroly: 1/12 1998;
VZV-meningoradikulitis: 10/27
RS: 2/3; CIS: 2/3 Gregoire et al. 2006;
CL IgG-OCB-neg.RS: 5/17; kontroly: Skorstad et al. 2009;
111 Stich et al. 2015
HSV PVDF, ALP; RS: 4/20; HE: 14/15; OIND: 3/10; Monteyne et al. 1997;
NIND: 1/10
CL RS: 1/3; CIS: 0/3 Skorstad et al. 2009
CMV PVDF, ALP RS: 1/20 Sindic et al. 1994
NC, HRP, 4-CN
EBV NC RS: 2/43; OIND: 1/13; NIND: 0/10 | Franciotta et al. 2011
Enteroviry HRP, 4-CN Enterovirova infekce CNS: 2/2; Kaiser et al. 1989
RS: 1
JCV PVDF, ALP PML: 10/18; RS: 1/16; meningitis: Sindic et al. 1997

1/15 (borr.)




Specifita oligoklonalnich protilatek — I.
Infekcni agens (pokr.)

Antigen Metoda Vysledky Reference
Borrelia Vectastain ABC, HRP, Borrel. meningoradikulitis: Hansen et al. 1989
burgdorteri AEC 35/ _45
NC, HRP, CL NB s pOth. Al: 4/4 Derfuss et al. 2001
Mycobacterium Imprint Tbc meningitis: 1/1 (2 vzorky); Kinnman et al. 1981
tuberculosis IF/autoradiografie kontroly (3xRS, 4xchron.zanét
CNS n.s.
biotin/streptavidin, HRP, Tbc meningitis: 8/8 Sindic et al. 1990
4-CN
Chlamydia NC, biotin/streptavidin, Pozit. Al: 0/15 (!) RS, 2/4 kontrol; Derfuss et al. 2001
. HRP, CL Negat. Al: 2/3 séropozit. RS, 0/8
pneumoniae pacientd (7xRS, 1xOIND) s neg.
ELISA-CSF
HRF, 4-CN RS: 4/56; OIND: 2/18 (2xHIV-
1-demence); NIND: 0/15;
kontroly: 0/10 Franciotta et al. 2005
Toxoplasma NC, HRP, 4-CN Toxopl. encefalitis u AIDS: 5/5 | Franciotta et al. 1996;
gondii Toxopl. encefalitis u AIDS: 7/9

Contini et al. 2000




Specifita oligoklonalnich protilatek — I.

Infekcni agens (pokr.)

Antigen Metoda Vysledky Reference
HTLV-1 NC, HRP, AEC Tropicka spasticka McLean et al. 1989
paraparesa: 7/7 (5 1gG
a2 IgM)
HIV NC, biotin/streptavidin, | 8/10 asymptomatickych Kaiser et al. 1989

HRP, 4-CN

NC, ALP, BCIP/NBT

HIV pozitivnich; 3/4
AlIDS-related complex;
9/13 AIDS

Jen sérum: 10 z 10 déti
séropozitivnich matek —
shoda spektrotypu (4
pozit., 6 negat.)

Slade et al. 1989




Specifita oligoklonalnich protilatek — II.
antigeny neinfekcni povahy

Antigen Metoda Vysledky Reference
Hu NC, HRP Anti-Hu-syndrom: 5/5 Rauer a Kaiser 2000
IEF/IB, NC, inkubace PEM/SN, poz. anti-Hu v séru: 4/4 Storstein et al. 2004
s Ag znacenym %S RS: 0/5; kontroly: 0/5
Yo NC, HRP Anti-Yo syndrom: 9/9 (ale jen 5/9 Stich et al. 2003
IEF/IB, NC, inkubace pozit. ,celkové® o-IgG)
s Ag znacenym 3°S PCD, poz. Anti-Yo v séru: 6/6; RS: Storstein et al. 2004
0/5; kontroly: 0/5
Ri NC, HRP Anti-Ri syndrom: 1/1; non-Ri PNS Stich a Rauer 2006
(anti-CV2, anti-Hu, anti-Yo): 0/6
CV2/CRMP5 NC, HRP PNS a pozitivitou anti-CV2/CRMP5 Stich a Rauer 2007
Ab v séru: 2/3 (+ 1xS>L)
Kontroly (1xRS, 1xNB): 0/2
amphiphysin PNS s pozitivitou anti-
amphiphysinovych Ab v séru: 1/1
Kontroly (1xRS, 1xNB): 0/2
GAD65 NC, CL Stiff person syndrom: 5/5 Skorstad et al. 2008
NC, HRP, 4-CN Akutni myelitis: 1/1 Kaiser et al. 1993

GFAP




Metoda: izoelektricka fokusace s naslednym afinitnim
imunoblottingem (IEF/AIB)

1. Potah membrany
roztokem relevantniho
antigenu (6-24 hod)

2. Blokovani volnych
vazebnych mist (napr. 3%
BSA, 45-120 min —v
prubéhu IEF)

3. Blotting (40-60 min)

(4. fixace 0,1% - 0,25%
glutardialdehydem — 15-20
min, 2-8°C

(5. reblokovani membrany —
napr. 0,3% BSA, 10-20 min)

6. Inkubace membrany se
znacenou protilatkou (= 60
min)

7. Detekce



Antigen-specifické oligoklonalni IgG

* Je vhodné aplikovat vetsi mnozstvi IgG nez pri detekci
,celkového” oligoklonalniho IgG — u neuroinfekci predstavuji
antigen-specifické IgG 10 — 20 % z celkového IgG, u

polyspecifické ,,doprovodné” odpovédi (napr. MS) 0,1 -0,5 %
(Conrad et al. 1994, Jacobi et al. 2007)

* Redéni vzorkd na 10 — 50 mg/I IgG (NEBO: nefedény CSF a
sérum redéné na likvorovou koncentraci IgG)



Kdo ,vynalezl” detekci antigen-specifickych
oligoklonalnich IgG pasu imunoblottingem?!

Dorries R, Ter Meulen V
(Institute of Virology and
Immunobiology, University
of Wiirzburg): Detection
and identification of virus-
specific, oligoclonal 1gG in
unconcentrated
cerebrospinal fluid by
immunoblot technique. J
Neuroimmunol 1984; 7: 77-
89.

Moyle S, Keir G, Thompson
EJ (Institute of Neurology,
Queen Square, London):
Viral immunoblotting: A
sensitive method for
detectiong viral-specific
oligoclonal bands in
unconcentrated
cerebrospinal fluid. Biosci
Rep 1984; 4: 505-510.



»,Eastern blotting”

SECOND EDITION

* Thompson EJ. Proteins

of the cerebrospinal PROTEINS

fluid. 2nd Edition. OF THE

Elsevier, London 2005. CEREBROSPINAL
(str. 146-160) FLUID

Analysis and Interprelation in the Diagnosis
and Treatment of Neurological Disease

Normal Normal
e SF

EDWARD J. THOMPSON
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Poznamka k redéni vzorkul pro detekci specifickych
oligoklonalnich IgG past —
plati pouze pro specifické IgG!

Pro Q-1gG < Qy;,,-18G redime
likvor i sérum na stejnou
koncentraci 1gG

Pro Q-lgG > Q,-1gG lze
nejprve vypocitat (maximalné
mozné) mnozstvi CSF-1gG
krevniho puvodu, tj. CSF-1gG”:

CSF —IgG’
S—-1gG
CSF —IgG'= QiimlgG-S — IgG

Qim IgG =

Pokud Q-lgG > Q,;-1gG , pak vidy
plati, ze CSF-1gG’< CSF-1gG

Pfi Q-1gG > Q;,,-18G lze pri fredéni
uvazovat likvorovou koncentraci IgG
CSF-IgG” namisto CSF-IgG

Postup teoreticky pouzitelny i pro

alternativni vypocet Al
(protilatkového indexu) jako
pomeéru optickych denzit CSF a séra
redénych na stejnou koncentraci
1gG

Western blot a pribuzné techniky



Ith. syntéza specifickych protilatek — ,,Quantity
versus quality”

 PML: 14/18 pacient( Al o
>1,5; ale jen 10/18 pacient(
pozitivni specifické o-1gG
(Sindic et al. 1997)

 HSV: Monteyne et al. 1997
— dobra shoda Al vs. spec. o-
lgG u herpet. encefalitidy -
(diskrepantni nalezy 2/27),
horsi u RS (diskrepantni
nalezy 3/20)

Neuroborrelioza:

Picha et al., Ces. a slov. neurol.
neurochir. 2000, 63/96, 5: 279-82:
39/72 pacientt pozitivni Al, 31/72
pozitivni specif.o-1gG, 33/72
pozitivni celkové o-1gG. 1 pacient
s negat. Al a pozit. specif. o-IgG.
Racek 2001: specif. o-1gG u 30/30
pacientl s pozit. Al a 0/54
séropozitivnich pacientu s negat.
Al



Specifické o-IgG u AMON a RS

(Sindic CJM et al., J Neuroimmunol 1994; 54: 75-80;
Frederiksen JL, Sindic CJM, Mult Scler 1998; 4: 22-26)

Specif. o-lgG AMON (n=27) RS (n=18)
negativni 11 (41 %) 0 (0 %)

pozitivni 16 (59 %) 18 (100 %)
- virus spalnicek 12 (44 %) 14 (78 %)
- virus zardének 6 (22 %) 12 (67 %)
-VZV 9 (33 %) 8 (44 %)

- virus pfiusnic 6 (22 %) 6 (33 %)




MRZ-specifické o-1gG u o-IgG negativnich pacientu s RS

Stich O. et al. Acta Neurol Scand 2015; 131(6): 381-8
Chemiluminiscencni detekce (rtg film)

8/17 o-lgG negativnich (a 13/18 o-IgG pozitivnich)
pacientl s RS mélo pozitivni specifické o-1gG alespon 1

z MRZ specifit

7/17 o-lgG negativnich pacientl s RS mélo zvyseny

aspon 1 Al

4/11 ,,MRZ pozitivnic
4/11 ,,MRZ pozitivnic
3/11 ,,MRZ pozitivnic

n“ pacientd: Al + spec. o-1gG
N“ pacientu: jen spec. o-lgG

n“ pacientu: jen Al

- tj. nepfiliS dobra shoda obou metod (10/17, tj. 59 %)



Prvni impuls k vlastnimu patrani po specifité oligoklonalnich IgG pasu u
RS

abstrakt posteru dr. Fioreho ze Svétového neurologického kongresu v Buenos Aires r. 1997 Multiple sclerosis:
Microbiology, serology, treatment
(J Neurol Sci 1997; Suppl.150: S248-5249)
na vyzadani pak autorem poskytnuta podrobnéjsi verze prace

UNA MALATTIA TOSSI-INFETTIVA DA DIFETTO DI BARRIERA:
LA SCLEROSI MULTIPLA. '

Dr. Domenico Fiore
Ambulatorio: Via Gauslino 15 - Abitazione: Viale Madonna delle Grazie 17/19
Tel. e Fax: 049-9704306 - 35028 Piove di Sacco (PD). Italia.

SOMMARIO

Rivalutando il ruolo delle tossine delle Bordetelle nell’induzione dell’encefalite allergica
sperimentale, rivisitata la fisiopatologia della pertosse del neonato da madre iperimmune e
la patologia da immunocomplessi, ho ricercato anticorpi anti-Bordetella e complessi
immuni circolanti in diversi gruppi di pazienti con Sclerosi Multipla (SM).

[ risultati ottenuti dimostrano che, nella SM:

- il fattore ambientale ¢é costituito dalle Bordetelle;

- il fattore individuale é un difetto della barriera muco-ciliare;

- si possono avere 3 tipi sierologici (SM a IgG = remittente; SMalgM = cronica-
evolutiva -con intervalli liberi; SM-sieronegativa = cronica-evolutiva senza
intervalli liberi); '

- & obbligatorio il trattamento antibiotico specifico.




18. listopadu 1998 dr.
Fiore vystoupil na
seminari Hennerovy
neurologické kliniky se
smisenymi ohlasy ...
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Prague, December 19, 1998

Dear dr. Fiore,

Thank You very much for Your kind letter. We're sorry to answer so late.

Preliminary investigations with adsorption of immunoglobulins in
cerebrospinal fluid (CSF) to bordetella antigen are unfortunately negative.
Allow us to give You some details of our methodology, in order to exclude
methodological fault:

200 ml of formaline-immortalised Bordetella pertussis (strain 1.2)
concentrate was centrifuged, 100 ml of supernatant removed, and CSF (from
different MS patients) added in the following amounts:

a) 100 ml of CSF diluted 1:1 in 6.5 mM PBS, pH 7.3
b) 300 ml of native CSF
¢) 500 ml of native CSF

The mixture was incubated for 2-3 hrs, with gentle agitation each 15-30 min.

No oligoclonal bands present in native CSF have disappeared after the

incubation.

We will continue our experiments and inform You soon about the results.
Please take this preliminary information as confidential (Bordetella pertussis
concentrate was not obtained in official way, but as a kind gift).

Merry Christmas and a Happy New Year
To You and to Your family,
/')

/

Yours sincerely l/ / ,
/£ NG~

Assoc. Prof. Pavel Adam, M. D. David Zeman, M. D. ;




Kazuistika 1
Anamneéza

Zena nar. 1977

RA: sestra + ve 22 letech hemorhagicka CMP v gravidité

OA: s ni¢im se neléci

EA: 2006 klisté snad s naslednym erytémem, od 10/2006 opakované
cefalea, 11/2006 pozitivita antiborreliovych protilatek IgM — prelécena p.o.
ATB — Azitrox 500 mg 1xdenné 1 tyden, dale prerusované ob 3 dny (?),
cefalea ustoupila po nékolika dnech uzivani ATB, 12/2006 ambulantni
neurologické vys. s normalnim nalezem

NO: 20. 9. 2007 dopoledne nahle parestézie PHK a pravé poloviny oblicCeje,
prechodna expresivni afazie, porucha hybnosti PHK akralné asi 20 min, pak
difuzni cefalea



Kazuistika 1 - pokracovani

Vstupni objektivni nalez: Zcela diskrétni dysarthrie, HK: méné obratna
Spetka vpravo, Hanzal vpravo, fen. retardace vlevo, DK: v Ming. lehka
deprese vlevo asi 0 5 cm, stoj Il s oscilacemi - tj. velmi diskrétni nalez bez
hrubsi patologie

Vstupni laboratof: v normé (FW 10/18, CRP negat.)
CT mozku nativné i postkontrastné s norm. nalezem

USG karotid a vertebralnich tepen: nevelké AS zmény hemodynamicky
nevyznamné, uzsi AV vlevo

ECHOkdg: norm. nalez
EEG: nalez odpovida lozisku F-T vlevo



Kazuistika 1: CSF 29. 9. 2007

¢b, 394/3 elem, 10/3 ery, Pandy +++, CB 1,5 g/I
Glukosa: 0,9 mmol/I; Laktat: 2,9 mmol/I|

KEB: -20 !!

(LDH: 0,77 pkat/l; AST: 0,39 ukat/I; KTD 10)

CYTOLOGIE: Lymfocytarni pleocytdza s aktivaci v lymfocytarni, méné i v monocytarni
rade, se zretelnou plazmocytarni reakci — cytol. nalez odpovida floridnimu
nehnisavému zanétu.

Imunochemické vysetreni: Tézka porucha funkce hemato-likvorové bariéry (3,0-
nasobek horni hranice vékové normy). Extrémné vyrazna intrathék. syntéza IgM a IgG,
vyrazna intrathék. syntéza volnych lehkych ret. kappa, prokazana téz intrathék. syntéza
IgA. Oligoklonalni IgG — IEF: typ 3 (18/2)

Vysetreni k potvrzeni dg. neuroborreliozy:

- Antiborreliové protildtky: IgM a 1gG pozitivni v séru i v moku (ELISA, WB; Al nestanoven)
- PCR: negativni v krvi i moku
- Oligoklonalni IgG — afinitni imunoblotting (membrana preinkubovana s roztokem

sonikovanych borrelii /fy. Serotec/): typ 3 — pasy jen v moku i spole¢né pasy v moku a
séru



Kazuistika 1 - Prubéh hospitalizace

* Prelécenai.v. Ceftriaxonem 2 g/den po 17 dn, déle p.o.
Zinnat 500 mg 1-0-1 po 3 tydny

* Subj. ustup potizi, vymizely cefalgie. Kompletné regredoval
neuropatologicky nalez

e 12/2007 ambulantné doplnéno MRl a MRAG mozku: normalni
nalez



Kazuistika 1
Necekané pokracovani pribehu

 0Od 24. 8. 2008 pozvolna vznikla cefalea frontalne, bez foto- a
fonofobie, 29. 8. 2008 febrilie 38°C, klisté neguje, rymu, kasel
neguje

* Vstupniobj. nalez 29. 8. 2008: zcela frustni az sporna centr.
pravostr. symptomatologie, ameningealni

e Vstupnilaborator: FW 22/40, CRP 1 mg/



Kazuistika 1
vysetreni likvoru 29. 8. 2008

¢b, 284/3 elem, 68/3 ery, Hb negat, Pandy ++, CB 0,29 g/I
Glukosa 2,5 mmol/l; Laktat 1,4 mmol/I
KEB +28

Cytologie: lymfocytarni pleocytdza s plazmocytarni a lipofagocytarni reakci
— obraz nehnisavého zanétu s v.s. tkanovou destrukci

Imunochemickeé vys.: Norm. funkce hemato-likvorové bariéry. Vyrazna
intrathek. syntéza 1gG, IgM, IgA i oligoklon. volnych lehkych fet. kappai
lambda.

Oligoklonalni IgG: typ 3 (12/4)

Oligoklonalni antiborreliové IgG: 10 past v moku, 2 slabéji i v séru,
mnohé pasy presné kolokalizuji s oligoklon. IgG

Al (antiborrel. IgG) = Q-spec/Q-lim(lgG): 66,0



Kazuistika 1
Zaver vysetreni likvoru 29. 8. 2008 a dalsi osud ...

* Prokazujeme pritomnost nehnisave-zanéetlivého procesu v
kompartmentu CNS, pravdépodobné borreliové etiologie.
Pokud Ize srv. s min. vys., t.C. jde velmi pravdépodobné o
chronicky aktivni zanét s pretrvavajici lokalni produkci IgG (rel.
vzestup intrathék. frakce), IgM, IgA i volnych lehkych ret.
kappa.

 Zahdjena lecba i.v. Ceftriaxonem, pacientka prelozena na
spadové infekcni oddéleni ...



Kazuistika 1
Dynamika likvorového nalezu l.

9/2007 8/2008

Elementy/3 394 284

Mononukl./3 375 280
Polymorf./3 19 4,

CB (g/l) 1,37 0,29

Glukosa (mmol/l) 0,9 2,5

Laktat (mmol/l) 2,9 1,4

KEB -20 +28




Kazuistika 1
Dynamika likvorového nalezu lIl.

9/2007 8/2008
Q-Alb - 10”3 18,0 2,8
Index 1gG 1,80 4 30
Index IgM 1,98 1,22
Index IgA 1,12 1,33
Index fKLC 25,4 122,5
1gG ith. % 53,0 85,4
IgM ith. % 80,3 86,0
IgA ith. % 442 68,4
Oligoklon. IgG (CSF/S) 18/2 12/4




Kazuistika 1
Oligoklonalni IgG (vlevo) a oligoklonalni antiborreliové IgG (vpravo)
nahore: 1. vzorek (9/2007); dole: 2. vzorek (8/2008)

CsF
CSF

SEIUm

]
ChF | CaF

BeTuM RETUH -



Kazuistika 2
Neuroborrelioza + MGUS

Muz, 69 let

Prijat pro polyradikuloneuriticky
syndrom jako susp. AIDP

LIKVOR - cytologie: 434/3 elem

(lymfocyty 85 %, plazmocyty 2 %,

monocyty 11 %, neutrofily 2 %)
CB 1,911 g/

Laktat 3,36 mmol/l, glukosa 3,96
mmol/l, KEB 22,72

Q-Alb 30,0 - 103 (3,5- nasobek
horni hranice vékové normy)

Ith. syntéza IgM (54 %) a 1gG (30
%) vypoctem dle Reiberova
vztahu

Oligoklonalni 1gG: TYP 3 (,,more
than pattern”) + TYP 5
(paraprotein)

Elfo: M-gradient DM 6,6 g/I,
imunofixace: 1gGk
Kontrolni elfo po 6 a 12
meésicich: pretrvavajici M-
gradient (6,5 ... 7,7 g/l)



Koincidence neuroborreliozy a MGUS

Zeman et al. Fluids and Barriers of the CNS 2012, 9:5

Anti-Borrelia
IgG,. 1gG;,
CS CS




Antiborreliové oligoklonalni IgG, 1gGk, IgGA:
obé pacientky s pozitivitou oligo-IgG a pozitivni MRZ reakci, ALE u obou negativni
antiborreliové 1gG protilatky v likvoru i séru v ELISA testu (Al nelze vypocditat)

vzorek C1 negativni, C2 pozitivni !

IgG IgGk IgGA
IVIG C1 S1 C2 S2 IVIGC1 S1 C2 S2 IVIGCI1 S1 C2 S2



Moznost ,falesné” pozitivity?
2-3 vyrazné o-1gG pasy reagujici s Ag borrelii, HSV1 i spalnicek
V L > S (vzorek L1+51 vlevo, L4+54 vpravo)
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o-lgG: ,celkové” Borrelia burgdorferi HSV1 measles ,celkové”

Pacientka s jistou RS (dle Polmanovy revize McDonaldovych kritérii 2010) po prvni atace

Likvor: ¢b, 20/3 elem., cytologie: lymfo 97 %, plazmocyt:1/prep.(<1 %), mitoticka figura: 1/prep. (<1 %), monocyty 2 %,
neutrofil: 1/prep. (<1 %), zcela ojed. velké bazofilni lymfocyty. Za: Hrani¢ni lymfocytarni pleocytdza —
pravdépodobné mirné nehnisavé-zanétlivé zmény. CB 0,676 g/l, Q-Alb 12,54 - 103 (1,8 — nasobek horni hranice
vékové normy), ith. syntéza 1gG, IgA, IgM vypoctem neprokdzana, o-1gG (Sebia): typ 3 (19 pasl v likvoru, 9 v séru-z
nich 4 v likvoru vyraznéjsi), o-fKLC +++ (15/0), o-fLLC +++ (11/0), MRZ reakce negativni



Avidita IgG protilatek —I.

U imunokompetentnich,
neléenych jedincd muze
pritomnost nizce avidnich IgG
protilatek svéddit pro recentni
infekci — béhem ¢asné imunitni
odpoveédi jsou IgG protilatky
cilené proti mnoha epitoplim
patogenu a maji nizkou aviditu —
klonalni selekce — vznik vysoce
avidnich IgG protilatek proti
omezenému poctu
imunodominantnich epitopd

Metody zjistovani avidity:
chaotropni Cinidla (dilu¢ni nebo
elucni princip)

aviditni kompetice — pfima
detekce nizce avidnich IgG
protilatek blokovanim vysoce
avidnich IgG protilatek ve vzorku
solubilnim antigenem a urceni
koncentrace zbyvajicich antigen-
specifickych nizce avidnich I1gG
protilatek



Avidita IgG protilatek — II.

Chapman MD et al. Measurement
of high affinity antibodies on
antigen-immunoblots. J Immunol
Methods 2006; 310: 62-66.

po blottingu na Ultrabind
membranu inkubace membrany s
roztokem thiokyanatanu sodného
(NaSCN) — 1,25M, 2,5M, 5M

NaSCN pusobi jako chaotropni
Cinidlo = eliminace
nizkoafinitnich protilatek

Klinické vyuziti: detekce
vysokoafinitnich oligoklonalnich
lgG protilatek u herpetické
encefalitidy (Chapman MD et al.
Quantitative demonstration of
intrathecal synthesis of high
affinity immunoglobulin G in
herpes simplex encephalitis using
affinity-mediated
immunoblotting. J Neuroimmunol
2007; 185: 130-135)



Celkové o-1gG (vlevo) a anti-measles o-1gG (vpravo)
2-3 velmi slabé anti-measles o-1gG pasy v likvorech L1 a L2, nepritomné na
membrané inkubované s 1M NaSCN (v dH,0)
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Celkové o-1gG (vlevo), anti-measles (uprostred) a anti-borrel. o-1gG
(vpravo 2 x - bez a s NaSCN)

2 zretelné (+ nékolik slabych , neviditelnych”) o-lgG pasy v likvoru bez protéjsku v séru reagujici s Ag borrelii (ale
nikoliv s Ag spalnicek) - pfitomné i na membrané inkubované s 1M NaSCN (v dH,0) u IgG séropozitivniho pacienta
s negativnimi ,celkovymi“ o-1gG (typ 4 — mirror), ale pozitivnim antiborrel. IgG Al (4,65) pfi jinak nenapadném CSF

nalezu

W



ZAVER - 1.

U neuroinfekci (zejm.
neuroborrelidzy) specif. o-
|gG odpovidaji znacné casti
celkovych o-IgG, vétSinou
koreluji s Al a mohou byt
uzitecnym doplnkovym
vysetrenim, popr.
alternativou stanoveni Al

U autoimunitnich zanétt CNS
(RS/CIS) specif. o-1gG
neodpovidaji hlavnim pdsiim
celkového o-1gG, jsou méneé
intenzivni nez u neuroinfekci a
maji nizsi aviditu (napf. mizi po
proplachu membrany v roztoku
chaotropniho Cinidla), o korelaci s
Al neni dostatek literarnich udaj,
ale patrné bude horsi nez u
neuroinfekci. Pro rutinni
diagnostiku se jevi jako
neprinosné.



ZAVER - 1.

Domnivame se, Ze detekce
specifickych oligoklonalnich pasu se
NESTANE soucasti rutinni likvorové
diagnostiky.

Muze vSak mit vyznam v ojedinélych
klinicky obtiznych pripadech, zejm.
neni-li komercéné dostupny ELISA
test; vysledek je nutno vzdy
hodnotit velmi opatrné

Problematika ,pozitivni“ (v téchto
vzacnych pripadech zpravidla
nedostupna) a ,,negativni kontroly
(negativni kontrola musi mit
pozitivni celkové o-1gG !)

Na druhé strané se domnivame, ze
metoda ma potencial pro vyzkumné
pouziti — jak u neuroinfekci, tak
zejména u roztrousené sklerdzy:

,Since the major oligoclonal response in
infectious diseases of the nervous system is
directed against the agent that causes
disease, every attempt must be made to
determine the specificity of the oligoclonal
lgG in MS. Antibodies to various infectious
agents and autoantigens that are not part of
the oligoclonal IgG repertoire are likely to be
irrelevant, although the demonstration of a
direct link between such minor antibody
responses and the disease process would be
significant. Meanwhile the detection of any
antibody in MS that is synthesized
intrathecally is worthy of further study.”
(Burgoon et al. B cells in multiple sclerosis.
Front Biosci 2012; 9: 786-796)



IEF/AIB versus protilatkovy index (Al)

Vyhody IEF/AIB:
detekce antigenni specifity
primo v OCB

potreba mnohem mensiho
mnozstvi vzorku

méné choulostivé na
nepresnosti v kvantitativnim
stanovenim celkového IgG

Nevyhody IEF/AIB:
mnohem pracnéjsi

prakticky nelze
standardizovat (mj. nejsou
komercné dostupné
kontroly)



PERSPEKTIVY —I.

Rozsireni ,palety” vysetreni
o dalsi antigeny (problém:
antigeny /zejm.
rekombinantni/ jsou drahé
a koncentrace potrebné k
potahu membrany pomeérné
vysoké — 5 az 50 mg/I)

Luminiscencni detekce —
citlivejsi nez klasicka
chromogenni (problém:
pristroje a software jsou
velmi drahé)



“. ’ A- ‘f_‘65$ " v
= Ri 2. BRURRE CHEMILUMINISCENCNI
L , DETEKCE
: | ' Celkové (nahore) a

antiborreliové (dole) o-
IgG

Co+Co- C1 S1 C2 S2 C3 S3 Co+ Co- C1 S1 C2 S2 C3 S3

Pozitivni nalez ve

vzorcich C2 a C3
Co+: CSF control (Sebia) —
smes lgG paraproteinU
Co-: preparat IVIG
(Flebogamma®)

Cot+Co-C1 S1 C2 S2 C3 S3 Co+Co- C1 S1 C2 S2 (3 S3



Prukaz reaktivity IgG OCB s HIV antigeny
potah membrany: HIV-110 (rekombinantni HIV-1 p17-p24, gp41-gp120, ProSpec, Izrael)

total IgG
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* DIF.DG.roztrousena sklerdza
u HIV-pozitivnhiho pacienta?

 Chromogenni detekce
(vlevo)

* Chemiluminiscencni detekce
(vpravo)

* Celkové IgG (nahore): Pasy v
likvoru ve vzorcich Cla
(zamrazeny) a Clb
(uchovavany pfi +4°C), C2 a
C3

* Anti-HIV IgG (uprostred):
pozitivni jen vClaa Clb

* Anti-Borrelia 1gG (dole):
jednoznacna pozitivita neni v
zadném vzorku

Dlouhy O et al. Biomed Pap Med Fac Univ
Palacky Olomouc Czech Repub 2018. 162
(2):107-115



PERSPEKTIVY - II.

Antigen-specifické IgA, IgM; fLC
?11

Pacient s klinicky jistou RS

15/3 elem, Q-Alb 15,06x103, ith. syntéza
lgG vypoctem (34 %), 1IgG-OCB typ 3
(18/5), ofKLC +++, ofLLC +++, MRZ pozit.
(3/3), Al-measles 5,12

Measles-ofKLC: 2-3 pasy v likvoru bez
protéjsku v séru (koresponduji s dvéma z
cca 25 ,celkovych” o-fKLC pasli) — prvni
pozitivni zachyt , Ag-specifickych“(?) o-fLC
v nasi laboratofi vibec!

(Measles-ofLLC: negativni, pres vyraznou
pozitivitu ,,celkovych” ofLLC)

measles-ofKLC »celkové” ofKLC
Oba pary L1+S1, L2+S2 od pacientl s RS
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Dékuji za pozornost.




