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Sdělení z praxe

Seznam zkratek:
INFB – interferon B

RR-RS – relaps-remitující roztroušená skleróza

mRNA – messenger RNA (informační nebo me-

diátorová RNA)

MxA – myxovirus resistence protein A

NAbs – neutralizační protilátky

Úvod
Imunomodulační léčba INFβ je pacien-

tům s RR RS aplikovaná/podávaná již od roku 

1993 (INFβ Multiple Sclerosis Study Group). 

Studie jako PRISMS (The preventiv of relapses 

and disability by interferon β-1a subcutaneously 

in multiple sclerosis) prokázaly při této léčbě 

signifikantní snížení počtu relapsů i aktivity lézí 

na MR (Hesse a kol., 2009). Data z prodloužené 

studie prokázala přetrvávající benefit léčby INFβ 

trvající přes 4 roky (PRISMS, 1998; PRISMS, 2001). 

V těchto studiích se rovněž potvrdil vývoj neut-

ralizačních protilátek (NAbs) proti INFβ-1a (Rebif) 

u 24 % pacientů (dávka 22μg). NAbs se dnes 

v praxi rutinně prokazují nepřímou metodou cy-

topatického efektu, kde se hodnotí inhibice lýzy 

A549 buněk virem encefalomyocarditidy. Byť je 

tento test brán jako jeden ze zlatých standardů 

hodnocení léčby, není co do hodnocení „in vivo“ 

efektu INFβ optimální, neboť neposkytuje do-

statečně reálný obraz efektu INFβ. Pro přesnější 

hodnocení biologického efektu INFβ u RS byly 

proto nedávno zavedeny další markery: měření 

MxA (Myxovirus resistance protein A) proteinu, 

nebo měření exprese genu MxA kvantifikací 

mRNA. MxA protein patří do skupiny dynaminů, 

které mají roli v procesu antivirové rezistence 

a je výhradně indukovan interferonem, tedy 

rovněž aplikací preparáty interferonu β (INFβ) 

v rámci léčby relaps-remitující roztroušené skle-

rózy (RR-RS). Chybějící exprese MxA proteinu 

a výskyt NAbs byly popsané v řadě publikací 

(Pachner a kol., 2006; Pachner a kol., 2003). 

Indukce MxA proteinu, nebo exprese MxA mR-

NA, odráží navázání interferonu na lymfocytární 

receptor, aktivaci intracelulární signální trans-

dukce a v prvním případě produkci proteinu, 

jakožto biologickou odpověď na aplikaci INFβ 

(1–11). Naše studie měla za úkol verifikovat již 

publikovaná data korelace NAbs/MxA mRNA na 

souboru českých RR RS pacientů a pro zavede-

ní tohoto markeru do diagnostické praxe určit 

cutoff hodnotu pro populační rozmezí exprese 

MxA mRNA.

Metody
Soubor: do studie bylo zahrnuto 171 paci-

entů (126 žen a 45 mužů, průměrný věk 37 let) 

Pro účely stanovení horní hraniční hodnoty RS 

populačního rozptylu (rozmezí populačních 

hodnot) MxA mRNA bylo použito 106 náběrů 

od pacientů s RR RS bez léčby interferonem 

nebo před první aplikací interferonu. 59 pa-

cientů podstupovalo léčbu interferonovým 

preparátem déle než 12 měsíců (Avonex, 

Betaferon, Rebif ), z nichž byla u 16 pacien-

tů prokázána pozitivita NAbs (NAbs+). U 4 

pacientů NAbs+ byly hodnoty jednoznačně 
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was assigned as a 95 percentile of values of negative controls: MxA/GAPDH = 160.
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pozitivní (> 100). U 43 pacientů nebyly dete-

kované NAbs. Náběry byly prováděny před 

aplikací a 10–14 hodin po aplikaci s ohledem 

na maximální expresi MxA mRNA po podání 

interferonu (Gilli a kol., 2006).

Kvantitativní PCR analýza MxA mRNA: 
izolace mRNA z EDTA náběrů plné krve byla 

provedena komerčním kitem (QIAamp RNA 

blood mini kit). Vzorky pacientů byly zpraco-

vány do 2 hodin po náběru. Koncentrace RNA 

byly měřeny na přístroji Qubit2 (Invitrogen). 

RT-qPCR bylo provedeno na přístroji RotorGene 

3000A (CorbettResearch) pomocí kitu Express 

One-Step SYBR GreenER Universal (Invitrogen), 

podle protokolu výrobce. PCR primery pro 

MxA a housekeeping gen GAPDH (glyceralde-

hyd-3-fosfát dehydrogenáza) byly publikované 

(Bertolotto et al., 2001 ). Genová exprese MxA 

byla vyjádřena poměrem komparativních kon-

centrací MxA/GAPDH (Comparative quantitation; 

Corbett research) vyšetřovaných vzorků.

NAbs: stanovení NAbs bylo provede-

no metodou cytopatického efektu, založe-

né na blokádě interferonové aktivity neut-

ralizačními protilátkami obsaženými v séru 

pacienta (Pungor a kol., 1998). Interpretace vý-

sledků byla provedena Kawadeho výpočtem 

neutralizačního titru NAbs. Výsledky > 20 jsou 

průkazem pozitivity výskytu NAbs, hodnoty > 

100 znamenají jednoznačnou ztrátu biologické-

ho efektu interferonu.

Statistika: statistická analýza byla provedena 

pomocí statistického programu GraphPad Prism4. 

Pro určení statistických hodnot (průměry ± SD, me-

diány, minimální a maximální hodnoty) byly pou-

žité neparametrické statistické testy. Pro zkoumání 

rozložení hodnot byl použit D Ágostino&Pearson 

omnibus normality test. Pro porovnání hodnot 

exprese MxA u jednotlivých skupin pacientů jsme 

použili Mann-Whitney U-test.

Výsledky
Z poměru MxA/GAPDH (dále jenom MxA/

GAPDH) získaných od negativních (INFβ nelé-

čených) pacientů jsme určili horní hranici RS 

populačního rozptylu jako 95 percentil z těch-

to hodnot (Excel, Microsoft Office). Ze 106 

hodnot jsme zahrnuli do výpočtu 105. Jedna 

hodnota (MxA/GAPDH = 443) byla posouze-

na jako odlehlá („outlier“) (Gilli a kol., 2005). 

Hodnota horní hranice (cutoff) MxA/GAPDH 

byla pro aplikovanou metodiku rovna: MxA/

GAPDH = 160,2 (obrázek 1). U 50 pacientů z 54 

nabíraných před aplikací INFβ byl hodnota 

MxA/GAPDH negativní = pod cutoff hodno-

tou. U pacientů s vysokou pozitivitou NAbs (> 

100) byly všechny hodnoty MxA/GAPDH po 

aplikaci INFβ (MxA/GAPDH (P)) rovněž nega-

tivní. U pacientů se slabou pozitivitou NAbs 

(20 < > 100) a u pacientů s hodnotami NAbs 

oscilujícími kolem, nebo nižšími než 20 byly 

hodnoty MxA/GAPDH (P) individuální (obrázek 

2, 3). U pacientů bez detekovaných NAbs bylo 

42 ze 43 hodnot MxA/GAPDH (P) vyšších než 

cutoff hodnota.

Diskuze
Data z našeho souboru potvrzují závěry z ji-

ných studií a to, že měření MxA mRNA z plné krve 

nabízí praktickou možnost sledování biologické 

odpovědi na aplikaci interferonu u RS pacientů. 

Touto metodou lze spolehlivě prokázat jak NAbs 

pozitivitu tak primární neodpovídavost na INFβ 

(Gilli a kol., 2005). Náběry pacientů po aplikaci 

INFβ lze provádět v rozpětí mezi 10–24 hodinami 

(Gilli a kol., 2005). Toto rozpětí dává pohodlnou 

možnost monitorovat efektivitu léčby v běžné 

klinické praxi. Pro klinické využití jsme v naší stu-

dii stanovili horní hranici RS populační exprese 

MxA mRNA jako 95 percentil ze 105 získaných 

hodnot z náběrů pacientů neléčených INFβ: 

MxA/GAPDH = 160. Naše studie prokázala v sou-

ladu s dalšími, že u jednoznačné pozitivity NAbs 

je exprese MxA mRNA utlumena a blízká normál-

ní populační expresi (median hodnot poměrů 

MxA/GAPDH u kontrol = 44; u NAbs + pacientů 

MxA/GAPDH (P) = 55; p = 0,6043), (Bertolotto 

a kol., 2001; Deisenhammer a kol., 2000; Hesse 

a kol., 2009; Gilli a kol., 2006; Gilli a kol., 2005; 

Gilli a kol., 2004; Kracke a kol., 2000; Pachner a 

kol., 2005; Pachner a kol., 2006; Pachner a kol., 

2003; PRISMS, 1998; PRISMS, 2001; Pungor a kol., 

1998). U NAbs negativních pacientů naopak je 

exprese výrazně znásobena (median hodnot 

poměrů MxA/GAPDH (P) u NAbs negativních 

pacientů po aplikaci INFβ = 720; p < 0,0001). 

Objektem dalšího zkoumání zůstává možnost 

predikce efektivity léčby a výběru farmaka pro 

případy, kde hodnoty NAbs jsou nízké, oscilující, 

nebo opětovně negativní. V těchto případech 

vyvstává možnost orientace léčby podle exprese 

MxA mRNA. Z pilotních výsledků lze usuzovat, že 

míra exprese MxA mRNA bude záviset jednak na 

Obrázek 1. Stanovení cutoff hodnoty MxA/GAPDH. 

Hodnota byla stanovena jako 95 percentil MxA/

GAPDH hodnot u 105 kontrolních vzorků (průměr: 

60,2; 95 %CI: 51,3–68,74)
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Obrázek 2. Porovnání indukce MxA mRNA exprese 

u kontrolní skupiny (105 vzorků), NABs negativních 

vzorků (43), NABs pozitivních(> 100) (4 pacienti – 

opakovaná vyšetření po 3 měsících) a vzorcích před 

aplikací interferonu (54). Na grafu je vyznačena 
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Obrázek 3. Příklady hodnoty MxA/GAPDH u paci-

entů s historií slabě pozitivních NABs nebo osci-

lujících kolem hodnoty 20 (hodnoty uvedené 

v závorkách). Je patrná individuální exprese MxA 

u jednotlivých pacientů bez jednoznačné korelace 

s hodnotami NABs
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momentální hladině výskytu NAbs, ale zřejmě 

i na imunitní konstituci pacienta a neutralizační 

kapacitě protilátek. Ilustrativním příkladem je 

pacient s pozitivní historií hladin NAbs (42–43–

208–188–230–55) a opakovanou dostatečnou 

expresí MxA mRNA (MxA/GAPDH (P): 428; 382). 

Také je potřeba brát v úvahu zvýšené hodnoty 

exprese MxA v případě virových infekcí, jako 

možný zdroj falešné pozitivity. Pro určitou stan-

dardizaci v těchto mezních případech je nutné 

další sledování na větším počtu pacientů. Na 

základě výsledků naší studie lze měření exprese 

MxA mRNA u RS pacientů považovat za efektivní 

přímé měření efektivity léčby INFβ.
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