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Neutralizacni protilatky a Myxovirus
resistance protein A pfi sledovani biologické

ucinnosti interferonu B

Neutralising Antibodies and Myxovirus
Resistance Protein A as a Marker
of Biological Response to Interferon 8

Souhrn

Interferony B (IFN-B) patfi v [écbé pacientd s relaps-remitentni formou roztrousené sklerdzy
mezi léky prvni volby. V ndvaznosti na podani IFN-B dochézi v lymfocytech k syntéze Myxo-
virus resistance proteinu A, ktery je vzhledem k naslednému vzestupu hladiny povazovan za
vhodny marker ucinnosti IFN- in vivo. V pribéhu Iécby IFN-B dochdzi u nékterych pacientd
k tvorbé neutralizacnich protildtek, jez mohou vést k poklesu ¢i ztraté biologické ucinnosti
tohoto léku. Jejich detekce, stejné jako méreni hladiny mRNA Myxovirus resistance proteinu
A, rozsifuje moznosti sledovani Ucinnosti lécby IFN-p.

Abstract

Interferon B is the first-line treatment for relapsing-remitting multiple sclerosis. Patients
treated with interferon B may develop neutralizing antibodies that can reduce or abolish its
efficacy. Interferon-inducible Myxovirus resistance protein A has been proven to be a sensi-
tive marker of biological response to interferon p. Neutralizing antibodies and the levels of
Myxovirus resistance protein A mRNA are sensitive measures of biological response to inter-
feron B; their levels should be investigated in all interferon-treated patients.
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Uvod

s relaps-remitentni formou roztrousené skle-

Rekombinantni proteiny, interferony f
(IFN-B) jsou pro svou schopnost modifikovat
imunitni procesy Iéky prvni volby u pacient

rézy (RR RS). Lécba vede k omezeni zanétlivé
aktivity autoimunitniho procesu — dochézi ke
snizeni poctu a intenzity relapst i k poklesu

poctu a redukci objemu charakteristickych

loZisek na magnetické rezonanci (MR).
Terapeuticky Ucinek IFN-B je zprostredko-

vany vazbou na pfislusny membranovy re-
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ceptor lymfocytd. Dochézi k aktivaci tyro-
sinkindzy a kaskadé fosforylaci, na jejimz
konci je aktivace, pfipadné inaktivace sto-
vek gent s ndslednou syntézou protein(
Jedna se o proteiny jak s bezprostfednim
Ucinkem — napfiklad stimulace sekrece
protizanétlivé plsobiciho interleukinu 10,
tak s uc¢inkem oddalenym —zmény v poctu
a aktivité dendritickych bunék, NK bunék,
B lymfocytl ¢i T pomocnych lymfocytd.
Klicovymi ucinky IFN- jsou blokada IFN-y
a redukce poctu T bunék prochdazejicich
hematoencefalickou bariérou.

V pribéhu lécby IFN-B mdiZe docha-
zet k tvorbé protilatek, které mohou sni-
Zit jeho terapeuticky efekt. Protilatky, jez
maji schopnost vazby na molekulu IFN-B,
se obecné nazyvaji vazebné protilatky
(BAbs, Bindings Antibodies). Na molekulu
IFN-B se mohou navazat kdekoli, mnohdy
mimo epitop — vazebné misto pro mem-
branovy receptor. Vazbé IFN-B na recep-
tor, a tim jeho funkci, tak vétsinou nebran.
V pripadé, kdy se protildtka vaze pfimo
na epitop IFN-B, je vazba na receptor zne-
moznéna, nedojde k aktivaci IFN-B indu-
kovanych genl a nastava pokles aZ ztrata
biologického ucinku [1-3]. Protilatky s ta-
kovou vazebnou schopnosti jsou podskupi-
nou BAbs a nazyvaji se protilatkami neutra-
liza¢nimi (NAbs, Neutralizing Antibodies).

Vznik a syntéza NAbs

NAbs se objevuji u 2-42 % pacientd lé-
¢enych IFN-B [4] a jejich tvorba je obtizné
predikovatelna. Neékteré faktory ovliviu-
jici imunogenicitu podavaného IFN-B jsou
znamé — primarni sekvence molekuly, roz-
dily v jeji glykosylaci, tendence k tvorbé
agregéatd, aplikacni cesta ¢&i frekvence po-
davani. Roli hraji i charakteristiky konkrét-
niho pacienta — predispozice k prolomeni
imunologické tolerance je pravdépo-
dobné urcena geneticky. Byla napfiklad
prokdzana vyssi tendence k tvorbé NAbs
a BAbs v souvislosti s dvéma alelami HLA
I. tfidy [5]. Prevalence NAbs se u jednotli-
vych preparatd IFN-B lisi — obecné plati, ze
nejcastéji se NAbs vyskytuji u IFN-B-1b s.c.,
méné u IFN-B-1a s.c. a IFN-B-Ta i.m. [6].
IFN-B-1b indukuje NAbs sice nejcastéji, ale
na druhou stranu pravé protildtky proti
tomuto prepardtu zUstavaji spiSe v niz-
kych titrech a pacienti s témito NAbs cas-
t&ji konvertuji zpét do NAbs negativity [7].
Ve studiich se navic prokazalo, Ze vazba
NAbs proti IFN-B-1b zfejmé neni tak silna

jako v pfipadé protildtek proti IFN-B-1a,
coz v praxi znamend, Ze NAbs proti
IFN-B-1b nemusi zablokovat ucinek IFN-B
kompletné [8]. Takovy pacient tak maze
zUstat pfinejmensim dil¢im respondentem.

Neutraliza¢ni protilatky vznikaji obvykle
po 6-24 mésicich terapie. Zajimavy fakt
uvadéji ve své studii Sorensen et al — pa-
cienti, u kterych posléze dojde k tvorbé
NAbs, odpovidaji na terapii IFN- na po-
Catku své |écby lépe v porovnani s pa-
cienty, kteff zGstanou NAbs negativni [9].
Ztrata ucinku IFN-B se u NAbs pozitiv-
nich pacientd klinicky projevuje zpravi-
dla az s ¢asovym odstupem — k progresi
choroby klinicky i v MR obrazu dochazi
u NAbs pozitivnich pacientd v priméru
po 18-24 mésicich [4].

U nékterych pacientd s vytvorenymi
NAbs, Castéji pfi nizkych a stfedné vysokych
titrech, dochazi v prabéhu nékolika mésicl
Ci let k sérokonverzi — navratu k NAbs ne-
gativnimu stavu [7]. Dle nékterych praci
revertuje pfi Iécbé IFNB-1b do NAbs ne-
gativity béhem tfi let zhruba polovina pa-
cientl a pfi sledovani delsim nez osm let
se negativnimi stdva vétsina pacientd [8].
Ucinnost IFN-B je pak u takovych pacientd
stejna jako u téch, ktefi byli trvale NAbs
negativni [10]. Dojde-li k tvorbé NAbs ve
vysokych titrech, pretrvavaji dlouhodobé,
i nékolik let po vysazeni IFN-B [11]. Neut-
raliza¢ni protilatky proti exogennimu, tera-
peuticky podavanému IFN-B zkfizené rea-
gujf i proti endogennimu IFN-B. Spekuluje
se tedy o jejich vlivu na imunitni systém
nositele [12].

Mezinarodni guidelines

Vzhledem k vyznamu NAbs pfi sledovani
Gcinnosti terapie nakladnymi IFN-B ozna-
¢ila v roce 2005 skupina expertl Evrop-
ské federace neurologickych spole¢nosti
(EFNS) vysetfovani NAbs jako nezbytnou
podminku raciondlni a ucinné lécby RS
pfipravky ze skupiny IFN-B [13]. Dle to-
hoto doporuceni je zadouci kontrolovat
pritomnost NAbs u kazdého pacienta lé-
¢eného IFN-B po 12 a 24 mésicich terapie
a v pfipadé prokdzané pritomnosti NAbs
oveérit vysledek opakovanym vysetfenim
po tfech mésicich. Pfi opétovné potvrzené
pozitivité (v titrech nad 100 TRU/mI) se
pak doporucuje terapii zménit.

Metodika vysetfovani NAbs
Zlaty standard vysetfovani NAbs, doporu-
Covany Svétovou zdravotnickou organi-

zaci, je metoda cytopatogenniho efektu
(CPE). Jeji provedeni podléha pfisné stan-
dardizaci a je relativné ¢asové ndrocné —
vySetfeni jednoho pacienta trva minimalné
Ctyfi dny. VySetfeni probiha in vitro na bu-
néc¢né kultufe v pritomnosti cytopato-
genné pusobiciho viru. Bez soucasné pfi-
tomnosti protektivné pusobiciho IFN-B by
doslo k rozpadu bunék, IFN-B této lyze za-
brani. Cilem vy3etienf je ovérit, zda pfidani
pacientova séra ochranny efekt IFN-B zrusi.
V takovém pfipadé je dany pacient NAbs
pozitivni a nésledné Ize kvantifikovat, na-
kolik jsou bunky lyzovany (ziskat titr NAbs).

Jako pozitivni oznacujeme titr NAbs nad
20 TRU/ml. Hodnoty tésné nad touto hra-
nici jsou oznacovany za nizké a jejich kli-
nicky vyznam je nutné posuzovat indivi-
dudlné. NAbs jsou totiZ nepfimy marker
ucinnosti a jejich pritomnost pouze pouka-
zuje na mozZnost inaktivace IFN-B. U nékte-
rych pacientl vedou i nizké hladiny protila-
tek k vyznamnému poklesu aktivity IFN-B,
u jinych mazZe pfi srovnatelnych titrech z0-
stavat IFN-B dostatecné funkéni. Vysoké
titry (> 100 TRU/ml) vétsinou byvaji klinicky
signifikantni a zpravidla zpUsobuji pokles
¢i ztratu biologického ucinku IFN-B [13].

V literature je nékdy mozné narazit na
rychly skrining NAbs vysetfenim BAbs (fi-
nancné i ¢asové méné narocnou meto-
dou ELISA). Viychodiskem je, Zze NAbs jsou
podskupinou BAbs. Je zde vsak riziko jak
falesné pozitivity — BAbs jsou detekovany,
ale vlastné nemaji neutraliza¢ni aktivitu,
tak falesné negativity — BAbs jsou sice ne-
gativni, IFN-B v3ak presto nelze automa-
ticky povazovat za plné funk¢ni. V jedné
studii byla totiz az u 4 % pacientl léce-
nych IFN-B zjisténa tzv. neprotiladtkova
neutraliza¢ni schopnost [14].

Klinicka interpretace NAbs
pozitivity

Obecné plati, Ze vysledky laboratorniho
testovani je tfeba vzdy korelovat s klinic-
kym a MR obrazem konkrétniho pacienta.
Nicméné pritomnost NAbs byva pfi syste-
matickém monitoringu zachycena zpra-
vidla jesté v dobé klinické i MR stabili-
zace pacienta. Rozhodovani o zméné
terapie mUze byt v takovém pfipadé ob-
tizné, nebot je podloZeno pravé pouze la-
boratorné prokazanou pozitivitou NAbs.
V této situaci vystupuje do popredi vy-
znam biomarkerd — objektivné méfitel-
nych, pfimych indikator( odpovédi na po-
davani IFN-B. S jejich pomoci je mozné
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odlisit pacienty, u nichz uz Gcinnost IFN-
neni dostatecnd, a na druhou stranu urcit
ty, pro néz je i pres pfitomnost NAbs Ié¢ba
naddle pfinosna. Adeptl na biomarker
je celd rada (IF127, CXCL10, chemokiny
CCL2 a CCL8, MxA). Jejich spolecnym
rysem je pokles exprese v pritomnosti vy-
sokého titru NAbs [12].

MxA jako marker biologického
ucinku IFN-B

V soucasnosti je validizovanym a v klinické
praxi nejvice pouzivanym markerem Myxo-
virus resistance protein A (MxA), bilkovina
produkovana mononukledry v ndvaznosti
na stimulaci interferonového receptoru [11].
Exprese MxA je v organizmu aktivovadna
pouze IFN-B (a HIV), a jeho mnoZstvi tak
primo odrazi biologickou aktivitu IFN-B [15].
Nevytvafi-li pacient dostatecné mnoZzstvi
MxA, neni exprimovan ani zadny z dalsich
gend, normalné stimulovanych IFN-B [16].

Diagnosticky nejpresnéjsi je deteko-
vat MxA v podobé mRNA pomoci PCR.
Hladina mRNA MxA linearné koreluje
s mnozstvim biologicky Gc¢inného IFN-B,
zacind se zvySovat bezprostfedné po
aplikaci IFN-B, dosahuje maxima kolem
12. hod po aplikaci a poté opét klesa [17].
Odbér krve k vySetfeni mRNA MXA je tak
tfeba provadét v presné ur¢eném caso-
vém intervalu, kdy je hladina mRNA MxA
nejvyssi — 12 hod po aplikaci.

Mnozstvi mMRNA MXA je vzdy vztaho-
vano k mRNA genu GAPDH (glyceral-
dehyd-3-fosfat-dehydrogenaza), jehoz
exprese na stimulaci IFN-B nereaguje a zU-
stdva stabilni. Vyslednd, pomérova, hod-
nota umozfiuje interindividudlni srov-
navani. Jako hrani¢ni hodnota je v CR
(v Laboratofi molekularni diagnostiky Ne-
mocnice Na Homolce) stanovena hodnota
160. Byla ziskdna jako 95% rozlozZeni
hodnot mMRNA MxA naméfenych u nelé-
¢enych pacientd s RR RS v CR. Nad tuto
hodnotu Ize predpokladat efekt IFN-B,
hodnoty nizZsi je tfeba interpretovat jako
suspektni ze ztraty Gcinku IFN-B [18].

Kromé jednordzové hodnoty mRNA
MxA je mozné ovéfovat jeSté miru rela-
tivniho vzestupu mRNA MXxA vysetifenim
tzv. MxA indukce. Toto vySetfeni porov-
nava hodnoty mRNA MxA pred podanim
IFN-B a za 4 hod po aplikaci. Provadi se
s cllem zachytit jedince, ktefi maji alespon
¢astecné zachovanou odpovidavost na
podani IFN-B. Jsou-li namérené hodnoty
MRNA MxA po 4 hod od vpichu alespon

trojnasobné oproti vstupni hodnoté, pak
se predpoklada, Ze je urcita biologicka ak-
tivita IFN-B zachovana, a 1écba mUze pa-
cientovi i nadale prospivat [17,19].
Nedostatecnd MxA odpovéd v nadvaz-
nosti na podani IFN-B znamena ztratu jeho
biologické ucinnosti [16]. V takové situaci
hovofime o neodpovidavosti (nonre-
sponzivité) vici IFN-B. Bylo prokazano, Ze
tito pacienti maji v porovndni s respon-
denty signifikantné vyssi ro¢ni pocet re-
lapst [20]. Pomoci parametri NAbs
a MXA Ize pak nonrespondenta definovat
jako jedince, u néhoz byly prokazany:
® NAbsvtitru>20TRU/ml (> 100 TRU/mI),
°* mRNA MxA < 160.

Dojde-li k této situaci opakované, dopo-
rucuje se jesté doplnit MxA indukci. Pokud
je v tomto testu zachovana rezidudlnf reak-
tivita na stimulaci IFN-B, hovofime o parcial-
nich respondentech. Uplni nonrespondenti
na podani IFN-B nereaguiji ani v tomto testu.
Nejcastéjsi pFicinou neodpovidavosti na
IFN-B je tvorba NAbs. Pod obrazem neod-
povidavosti ale mUze byt skryta (a vy3etre-
nim MxA odhalena) i pacientova noncom-
pliance [5]. K redukci uc¢inku terapie IFN-B
mUZe dale vést i napfiklad tzv. solubilni re-
ceptor — neprotilatkova neutraliza¢ni kapa-
cita séra [14]. Navaze-li se tato solubilni sé-
rova struktura (receptorem nazyvana proto,
Ze se vaze na epitop IFN-B) na molekulu
IFN-B, zabrani jeho vazbé na membranovy
receptor, a tim ho blokuje v jeho funkci.
Vysetifeni MxA odhaluje zkratka viechny
nedostatecné respondenty na IFN-B, bez
ohledu na stav NAbs.

Terapeutické konsekvence

V soucasné dobé neexistuje zadna ,an-
tiprotilatkova” strategie a u opakované
potvrzené neodpovidavosti na IFN-B je
doporuceno zménit lécbu [6,21]. Nonres-
ponzivita byva u preparatl IFN-B zkFizena,
a proto je vhodné nepoddvat jiny IFN-B
pripravek. Pri nizké klinické aktivité one-
mocnéni je obecné doporucovan dalsi
z léka prvni volby — glatirameracetat, pfi
vy33i aktivité pak Iéky druhé volby — nata-
lizumab nebo fingolimod.

Kazuistiky dokumentujici
typické klinické situace
Nonrespondentka s vysokym
titrem NAbs (> 100 TRU/ml)

Dnes 50leté pacientce lécené IFN-B-1a
s.c. od roku 2005 byly v prabéhu let

2007-2009 opakované naméreny extrémné
vysoké titry NAbs: 225 ... 9 654 ... 8 299 ...
6 926 ... 9 292 TRU/ml. Klinicky byla pa-
cientka stabilizovana, ale kontrolni ndlez na
MR mozku prokazal progresi onemocnént.
V korelaci s tim byla zjisténa nizkd hodnota
MRNA MxA: 28 (vzhledem k extrémné vy-
sokym titrim NAbs provedeno pouze jedno
vySetreni), nedostatecnd byla i MxA indukce.
Pacientka byla povazovéna za nonrespon-
denta s potvrzenou ztratou biologického
Ucinku IFN-B a pfevedena na glatiramerace-
tat, na kterém je déle stabilizovana klinicky
i dle MR. Protilatky ve vysokych titrech stéle
pretrvavaji — posledni méreni (9/2012) pro-
kazalo NAbs v titru 6 450 TRU/m.

Parcialni respondentka s vysokym
titrem NADbs

Dnes 56leta pacientka lé¢enad IFN-B-Ta i. m.
od roku 2002 byla pro klinickou aktivitu
i progresi nalezu na MR v roce 2009 pre-
vedena na IFN-B-1b. V roce 2011 se obje-
vily NAbs ve vysokych titrech: 215 TRU/ml
(4/2011) ... 212 TRU/ml (6/2011). Syn-
téza mRNA MxA byla v roce 2010 a na po-
¢atku roku 2011 dostate¢nd, v 6/2011 ale
doslo k poklesu pod cut off: 829 ... 698 ...
438 ... 87 (6/2011). MxA indukce v3ak z0-
stala zachovana (pred aplikaci 40,9 - 4 hod
po aplikaci 218). Pacientka byla stabili-
zovana jak klinicky, tak na MR. Jako par-
cidlni respondentka byla pacientka na te-
rapii ponechdna. V dalsim pribéhu se
hodnoty MxA opét pohybovaly nad cut off,
NAbs postupné klesaly (v 07/2012 NAbs:
40 TRU/ml, mRNA MxA: 218). Od
10/2012 je pacientka NAbs negativni.

Nonrespondent s nizkymi titry
NAbs (20-100 TRU/ml)

U dnes 45letého pacienta léceného
IFN-B-1b pocinaje rokem 2005 byl od
roku 2008 sledovan vyvoj NAbs: 25 ...
53 ... 26 ... 102 TRU/ml. Hodnoty mRNA
MxA opakované — ani v dobé nizkych
titrd NAbs — nedosahovaly hodnot cut
off: 96,9 ... 85,6 ... 54,6. Reaktivitu na
stimulaci IFN-B neprokdzala ani MxA in-
dukce (pred aplikaci 32,40 — 4 hod po
aplikaci 55). Nalez na MR byl dlouhodobé
stacionarni, klinicky nélez odpovidal EDSS
5,0. Pacient byl oznacen jako nonrespon-
dent a Iécba IFN-B byla ukoncena.

Respondentka s nizkymi titry NAbs
U dnes 36leté pacientky Ié¢ené IFN-B-1b
od roku 2002 byly v roce 2007 zachyceny
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NAbs v nizkych titrech: 43 ... 26 TRU/m.
Hodnoty mRNA MxA se trvale pohybo-
valy vysoko nad cut off hodnotou: 283 ...
113 ... 488. Na kontrolni MR byl nélez
stacionarni, klinicky byla pacientka rov-
néz stabilizovana. Pres vyskyt NAbs byla
pacientka povazovana za respondentku
a terapie ponechana beze zmén. V dalSim
pribéhu NAbs postupné klesaly (15 ...
11 ... 10 ... 6 TRU/mI), v roce 2011 byla
pacientka NAbs negativni.

Nonrespondent bez vyskytu NAbs
Dnes 20lety pacient léceny IFN-B-Ta i.m.
od 3/2010 mél bezprostfedné po zahajeni
terapie hodnoty mRNA MxA vysoko nad
normou. B&hem prvniho pul roku lécby
ale hodnoty mRNA MxA postupné kle-
saly, od 10/2010 se pohybovaly pod cut
off (1 200 v 3/2010 ... 1 020 v 5/2010 ...
238 v 7/2010 38 v 10/2010

96 v 1/2011), MxA indukce v 3/2011 byla
nedostatec¢na (pfed aplikaci 36,3 — 4 hod
po aplikaci 41). NAbs zUstavaly po celou
dobu negativni. Nalez na MR se neménil,
klinicky byl pacient stabilizovany. Pacient
byl na zakladé hodnot mRNA MxA ozna-
Cen za nonrespondenta a v 6/2011 preve-
den na glatirameracetat.

Diskuze ke kazuistikam
NAbs a MxA jsou laboratorni markery
biologické Gcinnosti IFN-B. Na zékladé de-
tekce NAbs vlastné jen odhadujeme, na-
kolik maze byt IFN-B inaktivovan. Vysoky
titr NAbs (> 100 TRU/ml) je zpravidla
suspektni ze ztraty Gcinku IFN-B, zatimco
pacienti s nizsimi titry NAbs maji ¢asto za-
chovanou funkci IFN-B, a Iécba jim tak
prospiva i pres pfitomnost NAbs. Jak ale
ilustruji vyse uvedené kazuistiky, interpre-
tace NAbs neni jednoznacnd a skutecny
dopad NAbs je individudlné odlisny. Pretr-
vavajici biologickou ucinnost IFN-B mohou
mit i pacienti s vysokym titrem NAbs a na-
opak, u pacientl s objektivné nizkymi titry
NAbs uz IFN-B G¢inny byt nemusi.
Rezidudlni ucinnost IFN-p Ize pfi vyskytu
NAbs objektivizovat vy3etfenim MXxA. PFi
nizké hladiné MxA, a tedy suspektni ztraté
ucinku IFN-B, je vhodné doplnit jesté tzv.
MxA induk¢nf test, jehoz vyznam doku-
mentuje i v poradi druhd kazuistika. Je-li
reaktivita na podan{ IFN-B v MxA induk-
¢nim testu zachovana, predpoklada se dil-
¢im zplsobem zachovand odpovidavost
na IFN-B. Pfi klinické a MR stabilizaci pa-

cienta maze lé¢ba pacienta pokracovat.
Pfi potvrzené ztraté ucinnosti je doporu-
Covana zména terapie. Vysoké titry NAbs
pak mohou pretrvavat jesté nékolik let po
prevedeni na jinou medikaci.

Nejcastéjsi pficinou neodpovidavosti na
IFN-B je tvorba NAbs. V nékterych pfipa-
dech ale nonresponzivita nemusi byt pro-
tildtkova. Presto ji Ize, jak doklada po-
sledni z kazuistik, diky vySetfovani MxA
odhalit v¢as.

Zaveér

Donedavna byla ucinnost IFN-B posu-
zovana jen na zdakladé klinického ob-
razu a aktivity na MR. Toto u nas zazité
schéma se ve svétle soucasnych poznatk(
a rovnéz nového ceského Klinického stan-
dardu pro diagnostiku a lé¢bu RS rozsifuje
o sledovani dynamiky NAbs a MxA [22].
Systematicky monitoring Ucinku IFN-B
pomoci téchto laboratornich marker
umoZziiuje vést terapii IFN-B individualng,
s bezprostfedni kontrolou jeho ucinku.
Prabézné hodnoceni ucinnosti IFN-B je
dnes nezbytné s ohledem na dostupnost
alternativni Gc¢inné terapie RR RS, stejné
jako i na raciondlni vyuziti financ¢nich pro-
stfedk. NAbs a MxA by se mély stat sou-
Casti bézné klinické praxe.
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