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Myxovirus resistance protein A patii mezi dynaminy, které maji roli v procesu antivirové rezistence a je vyhradné indukovan interferonem,
tedy rovnéz aplikaci preparaty interferonu 3 (INFB) v ramci lécby relaps-remitujici roztrousené sklerézy (RR-RS). Béhem terapie INF( se
v 10-30 % pripadt objevuji neutralizacni protilatky vici INFB (NAbs), jejichz vyskyt je asociovan s poklesem efektivity 1écby. Cilem nasi
studie bylo prokazani korelace hladin exprese genu MxA a NAbs na souboru pacientt a stanoveni cutoff hodnoty pro negativni hladi-
ny MxA. Studie byla provedena na kohorté pacientl s RR RS: negativni kontroly - 105; NAbs pozitivni - 16; NAbs negativni - 43. Nase
studie prokazala, v souladu s dal$imi studiemi, vysokou shodu vyskytu NAbs a depleci exprese MxA. Cutoff hodnota exprese MxA byla
stanovena jako 95 percentil hodnot negativnich kontrol: MxA/GAPDH = 160.
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Correlation of MxA mRNA expression with NAbs levels in patients with multiple sclerosis

Myxovirus resistance protein A (MxA) belongs to dynamin superfamily. MxA is a component of antiviral response and is solely induced
by interferons, thus by in vivo application of interferon B (INFp) as well. In patients with multiple sclerosis (MS), neutralizing antibodies
(NAbs) appearing during INF treatment in 10-30 % of cases, decrease its bioactivity and therapeutic efficacy. The aim of this study was
to show the correlation of MxA and Nabs levels on the cohort with relaps-remitting form of MS (RR-MS) and to set up the cutoff value for
the baseline levels of MxA in population. The cohort sustained of 16 NAbs positive, 43 NAbs negative patients and 105 negative controls.
This study demonstrates high correlation in high NAbs levels and depletion of MxA expression. The cutoff MxA/GAPDH (baseline) value

was assigned as a 95 percentile of values of negative controls: MxA/GAPDH = 160.
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Seznam zkratek:

INFB — interferon B

RR-RS - relaps-remitujici roztrousena skleréza

MRNA — messenger RNA (informacni nebo me-
didtorovd RNA)

MxA — myxovirus resistence protein A

NAbs — neutraliza¢ni protilatky

Uvod

Imunomodula¢ni 1é¢ba INFB je pacien-
tdm s RR RS aplikovana/podavana jiz od roku
1993 (INF3 Multiple Sclerosis Study Group).
Studie jako PRISMS (The preventiv of relapses
and disability by interferon 3-1a subcutaneously
in multiple sclerosis) prokazaly pfi této lé¢bé
signifikantni snizeni poctu relapst i aktivity lézf
na MR (Hesse a kol., 2009). Data z prodlouzené
studie prokazala pretrvévajici benefit Ié¢by INF
trvajici pres 4 roky (PRISMS, 1998; PRISMS, 2001).
V téchto studiich se rovnéz potvrdil vyvoj neut-
raliza¢nich protilatek (NAbs) proti INF3-1a (Rebif)
U 24% pacientl (davka 22ug). NAbs se dnes

v praxi rutinné prokazuji nepfimou metodou cy-
topatického efektu, kde se hodnotfinhibice lyzy
A549 bunék virem encefalomyocarditidy. Byt je
tento test bran jako jeden ze zlatych standardt
hodnocenilécby, nenf co do hodnocenf ,in vivo”
efektu INF optimalni, nebot neposkytuje do-
statecné realny obraz efektu INF{. Pro presnéjsi
hodnoceni biologického efektu INF( u RS byly
proto nedavno zavedeny dalsi markery: méfent
MxA (Myxovirus resistance protein A) proteinu,
nebo meéfeni exprese genu MxA kvantifikacf
mMRNA. MxA protein patfi do skupiny dynamin,
které majf roli v procesu antivirové rezistence
a je vyhradné indukovan interferonem, tedy
rovnéz aplikaci preparaty interferonu 3 (INF(3)
v ramci [é¢by relaps-remitujici roztrousené skle-
rozy (RR-RS). Chybéjici exprese MxA proteinu
a vyskyt NAbs byly popsané v fadé publikaci
(Pachner a kol,, 2006; Pachner a kol.,, 2003).
Indukce MxA proteinu, nebo exprese MxA mR-
NA, odrazi navazaniinterferonu na lymfocytarmi
receptor, aktivaci intraceluldrni signdini trans-
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dukce a v prvnim pripadé produkci proteinu,
jakozto biologickou odpovéd na aplikaci INF3
(1-11). Nase studie méla za ukol verifikovat jiz
publikovana data korelace NAbs/MxA mRNA na
souboru ¢eskych RR RS pacientl a pro zavede-
ni tohoto markeru do diagnostické praxe urcit
cutoff hodnotu pro populacni rozmezi exprese
MxA mRNA.

Metody

Soubor: do studie bylo zahrnuto 171 paci-
entl (126 zen a 45 muzd, prdmeérny vek 37 let)
Pro Ucely stanoveni hornf hrani¢ni hodnoty RS
popula¢niho rozptylu (rozmezi populacnich
hodnot) MxA mRNA bylo pouzito 106 ndbérd
od pacientt s RR RS bez Ié¢by interferonem
nebo pfed prvni aplikaci interferonu. 59 pa-
cientl podstupovalo Ié¢bu interferonovym
preparatem déle nez 12 mésicl (Avonex,
Betaferon, Rebif), z nichZ byla u 16 pacien-
tl prokdzana pozitivita NAbs (NAbs+). U 4
pacientd NAbs+ byly hodnoty jednoznac¢né
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Obrdzek 1. Stanoveni cutoff hodnoty MxA/GAPDH.
Hodnota byla stanovena jako 95 percentil MxA/
GAPDH hodnot u 105 kontrolnich vzorkd (pramer:
60,2; 95%Cl: 51,3-68,74)
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Obrdzek 2. Porovnéaniindukce MxA mRNA exprese
u kontrolnf skupiny (105 vzorkd), NABs negativnich
vzorkl (43), NABs pozitivnich(> 100) (4 pacienti —
opakovana vysetreni po 3 mésicich) a vzorcich pred
aplikaci interferonu (54). Na grafu je vyznacena
MxA/GAPDH cutoff hodnota
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pozitivni (> 100). U 43 pacientl nebyly dete-
kované NAbs. Nabéry byly provddény pred
aplikaci a 10-14 hodin po aplikaci s ohledem
na maximalni expresi MxA mRNA po podanf
interferonu (Gilli a kol., 2006).

Kvantitativni PCR analyza MxA mRNA:
izolace mRNA z EDTA nabérd piné krve byla
provedena komer¢nim kitem (QlAamp RNA
blood mini kit). Vzorky pacientl byly zpraco-

vany do 2 hodin po nabéru. Koncentrace RNA
byly méfeny na pfistroji Qubit2 (Invitrogen).
RT-gPCR bylo provedeno na pfistroji RotorGene
3000A (CorbettResearch) pomoci kitu Express
One-Step SYBR GreenER Universal (Invitrogen),
podle protokolu vyrobce. PCR primery pro
MxA a housekeeping gen GAPDH (glyceralde-
hyd-3-fosfat dehydrogenaza) byly publikované
(Bertolotto et al, 2001 ). Genova exprese MxA
byla vyjadifena pomérem komparativnich kon-
centracl MxA/GAPDH (Comparative quantitation;
Corbett research) vysetfovanych vzorkd.

NAbs: stanoveni NAbs bylo provede-
no metodou cytopatického efektu, zaloze-
né na blokaddé interferonové aktivity neut-
raliza¢nimi protildtkami obsazenymi v séru
pacienta (Pungor a kol,, 1998). Interpretace vy-
sledkd byla provedena Kawadeho vypoctem
neutralizacnfho titru NAbs. Viysledky > 20 jsou
prikazem pozitivity vyskytu NAbs, hodnoty >
100 znamenajf jednoznac¢nou ztratu biologické-
ho efektu interferonu.

Statistika: statistickd analyza byla provedena
pomoci statistického programu GraphPad Prism4.
Pro urcen( statistickych hodnot (prdmeéry + SD, me-
didny, minimalnfa maximalni hodnoty) byly pou-
Zité neparametrické statistické testy. Pro zkoumani
rozloZeni hodnot byl pouzit D’Agostino&Pearson
omnibus normality test. Pro porovnani hodnot
exprese MxA u jednotlivych skupin pacientd jsme
pouzili Mann-Whitney U-test.

Vysledky

Z poméru MxA/GAPDH (déle jenom MxA/
GAPDH) ziskanych od negativnich (INF@ nelé-
¢enych) pacientl jsme urcili horni hranici RS
populacniho rozptylu jako 95 percentil z téch-
to hodnot (Excel, Microsoft Office). Ze 106
hodnot jsme zahrnuli do vypoctu 105. Jedna
hodnota (MxA/GAPDH = 443) byla posouze-
na jako odlehla (,outlier”) (Gilli a kol.,, 2005).
Hodnota hornf hranice (cutoff) MxA/GAPDH
byla pro aplikovanou metodiku rovna: MxA/
GAPDH = 160,2 (obrézek 1). U 50 pacientl z 54
nabfranych pred aplikaci INF@ byl hodnota
MxA/GAPDH negativni = pod cutoff hodno-
tou. U pacientl s vysokou pozitivitou NAbs (>
100) byly vSechny hodnoty MxA/GAPDH po
aplikaci INFB (MxA/GAPDH (P)) rovnéz nega-
tivni. U pacientd se slabou pozitivitou NAbs
(20 < > 100) a u pacientd s hodnotami NAbs
oscilujicimi kolem, nebo nizsimi nez 20 byly
hodnoty MxA/GAPDH (P) individualni (obrazek
2, 3). U pacientl bez detekovanych NAbs bylo
42 ze 43 hodnot MxA/GAPDH (P) vyssich nez
cutoff hodnota.
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Obrdzek 3. Priklady hodnoty MxA/GAPDH u paci-
entl s historii slabé pozitivnich NABs nebo osci-
lujicich kolem hodnoty 20 (hodnoty uvedené
v zédvorkdach). Je patrna individudini exprese MxA
u jednotlivych pacientl bez jednoznac¢né korelace
s hodnotami NABs
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Data z naseho souboru potvrzuji zavery z ji-
nych studif a to, ze méfeni MxA mRNA z pIné krve
nabizi praktickou moznost sledovani biologické
odpovédi na aplikaci interferonu u RS pacient.
Touto metodou Ize spolehlivé prokazat jak NAbs
pozitivitu tak primarni neodpovidavost na INF3
(Gilli a kol., 2005). Nabéry pacientl po aplikaci
INF@ Ize provadét v rozpéti mezi 10-24 hodinami
(Gilli a kol., 2005). Toto rozpéti dava pohodinou
moznost monitorovat efektivitu lé¢by v bézné
klinické praxi. Pro klinické vyuZitf jsme v nasi stu-
dii stanovili horni hranici RS populacni exprese
MxA mRNA jako 95 percentil ze 105 ziskanych
hodnot z ndbérd pacientl nelécenych INFf:
MxA/GAPDH = 160. Nase studie prokdazala v sou-
ladu s dalsimi, Ze u jednoznacné pozitivity NAbs
je exprese MxA mRNA utlumena a blizkd normal-
ni popula¢ni expresi (median hodnot pomeérd
MxA/GAPDH u kontrol = 44; u NAbs + pacientd
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 negativnich pacientll naopak je
exprese vyrazné znasobena (median hodnot
pomérd MxA/GAPDH (P) u NAbs negativnich
pacientl po aplikaci INFB = 720; p < 0,0001).
Objektem dalsiho zkoumani zUstdvéd moznost
predikce efektivity lécby a vybéru farmaka pro
ptipady, kde hodnoty NAbs jsou nizké, oscilujici,
nebo opétovné negativni. V téchto pfipadech
Vyvstava moznost orientace lé¢by podle exprese
MxA mRNA. Z pilotnich vysledkd |ze usuzovat, ze
mira exprese MxA mRNA bude zaviset jednak na



momentalni hladiné vyskytu NAbs, ale zfejmé
i na imunitni konstituci pacienta a neutraliza¢nf
kapacité protildtek. llustrativnim pfikladem je
pacient s pozitivni historii hladin NAbs (42-43—
208-188-230-55) a opakovanou dostatecnou
expresi MxA mRNA (MxA/GAPDH (P): 428; 382).
Také je potfeba brat v Uvahu zvysené hodnoty
exprese MxA v pffpadé virovych infekcf, jako
mozny zdroj falesné pozitivity. Pro urcitou stan-
dardizaci v téchto meznich pfipadech je nutné
dalsi sledovani na vétsim poctu pacientt. Na
zékladé vysledkd nasi studie Ize méfeni exprese
MxA mRNA u RS pacientt povazovat za efektivnf
pfimé mérenf efektivity 1é¢by INFp.
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