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Streszczenie

Abstract

Leczenie stwardnienia rozsianego interferonem beta wigze si¢ z ryzykiem rozwoju odpowiedzi immunologicznej przeciw
temu bialku. Polega ona na produkeji przeciwcial wigzacych lub neutralizujacych interferon beta. Przeciwciala wigzace sa
wykrywalne u wigkszoéci leczonych i nie wptywaja na skuteczno$¢ terapii. Jednocze$nie duze badania kliniczne dostarczajg
dowodéw na to, ze przeciwciala neutralizujace zmniejszajg, a w wysokich mianach znosza dziatanie interferonu, co
przeklada sie na wzrost czestoéci rzutéw oraz liczby nowych i wzmacniajacych sie ognisk w badaniach rezonansu
magnetycznego, a nawet przyspieszenie postepu niesprawnosci. Czesto$¢ wystepowania przeciwcial neutralizujacych zalezy
od preparatu i drogi podania oraz dotyczy od 2 do 42% os6b leczonych; maksimum osigga miedzy 6. a 24. miesigcem terapii.
Przeciwciala neutralizujace moga by¢ obecne przejsciowo (po ich zaniknigciu skuteczno$¢ interferonu powraca do poziomu
wyjsciowego), ale wysokie miano zapowiada ich wieloletnie utrzymywanie sie, nawet po odstawieniu leku. Opracowano rézne
sposoby wykrywania przeciwcial neutralizujacych - od metod wykorzystujacych efekt cytopatyczny do tych opartych na
indukcji genu reporterowego lucyferazy. Poszukuje si¢ wiarygodnych markeréw aktywnosci interferonu beta in vivo, ktére
moglyby uzupelnia¢ oznaczenie przeciwcial. Przez wiele lat zagadnieniu przeciwcial przeciwinterferonowych towarzyszyty
kontrowersje, ktére wynikaly z trudno$ci metodologicznych w badaniu ich znaczenia klinicznego. Obecnie, w $wietle
zgromadzonych danych, eksperci europejscy zgodnie zalecaja powtarzane przesiewowe badanie miana przeciwcial
neutralizujacych u chorych leczonych interferonem i uwzglednienie wynikéw przy podejmowaniu decyzji terapeutycznych.

Stowa kluczowe: interferon beta, przeciwciala neutralizujace, stwardnienie rozsiane

Treatment of multiple sclerosis with interferon-beta involves the risk of the development of immunological response
to this protein. The response consists in the production of antibodies that bind or neutralise interferon-beta. The binding
antibodies are detectable in the majority of the treated patients and do not influence the efficacy of treatment. Simultaneously,
large clinical studies provide evidence that the neutralising antibodies reduce and in high titres suppress the effect
of interferon, which causes the frequency of exacerbations and the number of new and intensified outbreaks in magnetic
resonance imaging to increase. What is more, it may even result in the accelerated progression of disability. The incidence
of the neutralising antibodies depends on the preparation as well as the route of administration and concerns from 2 to 42%
of the treated patients; it reaches its maximum between the 6" and the 24" month of treatment. The neutralising antibodies
may be present temporarily (once they disappear, the efficacy of interferon returns to its initial level), yet a high titre predicts
their long-term persistence, even after the drug has been discontinued. Various ways of detecting the neutralising antibodies
have been devised - from methods that take advantage of a cytopathic effect to those based on the induction of a luciferase
reporter gene. Reliable markers of the in vivo activity of interferon-beta that may complement marking of the antibodies
are being sought. For many years, the issue of anti-interferon antibodies was accompanied by controversy that resulted
from methodological difficulties in studying their clinical utility. At present, in view of the gathered data, European experts
unanimously recommend a repeated screening examination of the neutralising antibody titre for patients treated with
interferon and considering the results when making therapeutic decisions.
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Inaczenie kliniczne przeciwciat przeciw interferonowi beta u chorych na stwardnienie rozsiane

WSTEP

ponad 20 lat interferon beta (IFNp) pozo-
staje lekiem pierwszego wyboru w posta-
ci rzutowo-remisyjnej stwardnienia roz-

sianego (multiple sclerosis, MS). Rowniez od dwoch dekad
wiadomo, ze cze$¢ chorych leczonych interferonem rozwi-
ja przeciwko niemu odpowiedz immunologiczng w posta-
ci przeciwcial wiazacych (binding antibodies, BAb) i neutra-
lizujacych (neutralizing antibodies, NAD). Istnieja dowody
na to, iz przeciwciala neutralizujagce mogg ostabiaé efekty
leczenia interferonem. W ostatnich latach pojawilo si¢ wie-
le nowych opcji leczenia MS. Z tego powodu przeciwciala
przeciw interferonowi - jako potencjalna zapowiedz niepo-
wodzenia leczenia IFN i hipotetyczna przestanka do zmia-
ny leku - budza zainteresowanie.

W niniejszej pracy podsumowano stan wiedzy na temat
przeciwcial przeciw IFN, a nastepnie przedstawiono aktu-
alne wytyczne dotyczace znaczenia przeciwciat antyinterfe-
ronowych w praktyce kliniczne;j.

PRZECIWCIALA PRZECIW IFNB

Pozajelitowe podanie obcego biatka czesto powoduje im-
munizacje i dramatyczne konsekwencje kliniczne, o czym
wiadomo od pierwszych prob leczenia ludzi surowicami
zwierzecymi. W tych sytuacjach powstawanie przeciwcial
przeciw lekowi jest spodziewana reakcja na obcy epitop,
ale przy wielokrotnej ekspozycji nawet biatka identyczne
z ludzkimi mogg powodowa¢ immunizacje — wskutek prze-
famania tolerancji na wlasny antygen.

Dostepne preparaty IFNp zawierajg rekombinowany in-
terferon. IFNf-1a, uzyskiwany w wyniku produkeji przez
komorki jajowe chomika chinskiego, ma sekwencje ami-
nokwasow identyczng z ludzka czasteczky i podobna gliko-
zylacje. IFNP-1b to biatko produkowane przez Escherichia
coli, nieglikozylowane, rdznigce sie dwoma aminokwasami
od ludzkiego i wykazujace mniejszg aktywnos¢ biologiczna.
Badania kliniczne zgodnie wykazujg, ze IFNp-1b jest bar-
dziej immunogenny niz IFNp-1a. Jak si¢ wydaje, wigksza
immunogenno$¢ i mniejsza aktywnos¢ IFNB-1b wynika
nie ze zmienionej sekwencji aminokwaséw, ale z braku gli-
kozylacji, ktory sprzyja tworzeniu agregatow. Liczba i sklad
agregatow zdaja sie korelowa¢ z immunogennoscia danego
preparatu (Barnard ef al., 2013). Wyzsza immunogenno$é¢
IFNB-1b moze tez wynika¢ z wiekszej iloéci podawanego
bialka, uwarunkowanej nizszg aktywno$cig biologiczna.
Przeciwciala przeciw IFNP wykazujg aktywno$¢ krzyzowa,
wiec te indukowane przez IFNP-1a wigzg rowniez IFNB-1b
i vice versa (Ross et al., 2000).

Zaobserwowano zwigzek miedzy drogg podania a czesto-
$cig immunizacji. W badaniach klinicznych preparaty po-
dawane podskornie wykazujg wiekszg immunogenno$¢ niz
te podawane domie$niowo. Przedmiotem dyskusji pozosta-
je, czy zjawisko to jest uwarunkowane drogg podania, czy
tez rodzajem preparatu.
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Korelacja migdzy dawka leku a wystepowaniem NADb jest
niejasna. W przypadku preparatu IFNB-la podawanego
podskornie obserwowano, ze wieksza dawka (44 pg) stoso-
wana trzy razy w tygodniu wywolywata immunizacje rza-
dziej niz dawka 22 pg [Francis et al., 2005; Malucchi et al.,
2008; Secondary Progressive Efficacy Clinical Trial of Re-
combinant Interferon-Beta-1a in MS (SPECTRIMS) Study
Group, 2001]. Takiej zaleznosci nie stwierdzono w przy-
padku IFNpB-1b (The IFNB Multiple Sclerosis Study Group
and the University of British Columbia MS/MRI Analy-
sis Group, 1996). Z kolei w badaniach poréwnujacych 30
i 60 ug IFNB-1a podawanego domiesniowo wyzsza dawka
ponad dwukrotnie cze$ciej wywolywata produkcje NAb
(Clanet et al., 2002). Wieksza czesto$¢ wstrzyknieé row-
niez indukuje czestsze wystgpowanie przeciwcial (Ross
et al., 2000).

Kliniczny przebieg choroby nie wptywa na sktonnos¢ do
immunizacji. Czesto$¢ wystepowania NAb w badaniach
klinicznych nie zalezata istotnie od wieku pacjentdw, czasu
trwania choroby przed wlaczeniem IFN, wyniku w skali
EDSS (Expanded Disability Status Scale - Rozszerzona
skala niewydolnosci ruchowej Kurtzkego), zmian w rezo-
nansie magnetycznym, czestotliwosci rzutow w ciggu 2 lat
przed rozpoczeciem leczenia ani steroidoterapii przed le-
czeniem IFNp-1b (Francis et al., 2005; The IFNB Multiple
Sclerosis Study Group and the University of British Colum-
bia MS/MRI Analysis Group, 1996). W pojedynczych ba-
daniach stwierdzono istotny statystycznie zwigzek migdzy
wytwarzaniem NAD a starszym wiekiem w momencie roz-
poznania MS (Rudick et al., 1998; Sato et al., 2012) i plcig
zenska (Kappos et al., 2005; Sato et al., 2012) (trend). W ba-
daniu dotyczagcym wtérnie postepujacego MS (Polman
et al., 2003) pacjenci NAb-(+) byli starsi, mieli mniej rzu-
tow w 2 latach poprzedzajacych badanie i chorowali od
dluzszego czasu. Grupa ta cechowala si¢ mniejszym udzia-
tem kobiet. Warto zauwazy¢, ze s3 to jednoczesnie cechy
powszechnie wigzane z gorszym rokowaniem w zakresie
przebiegu choroby.

METODY OZNACZANIA
PRZECIWCIAL PRZECIW IFNB

Podzial przeciwcial przeciwinterferonowych wynika z me-

tod ich wykrywania. Przeciwciata swoiste wzgledem IFNf

okresla sie¢ mianem przeciwcial wigzacych (BAb). Obecnos¢

i miano BAb mozna oznaczy¢ standardowymi metodami

serologicznymi. Sg to:

o testimmunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosor-
bent assay, ELISA) (ryc. 1);

« radioimmunoprecypitacja (radioimmunoprecipitation
assay, RIPA);

« Western blot;

o chromatografia powinowactwa.

Wsrdéd BAb wydziela sie frakcje zdolng do hamowania ak-

tywnosci interferonu in vitro, nazywang przeciwciatami

neutralizujagcymi (NAb). Odroézniaja si¢ one wigzaniem
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z epitopami interferonu bezposrednio oddziatujacymi
z jego receptorem. Poniewaz jednak masa czasteczkowa
IgG jest ponad siedmiokrotnie wieksza od masy IFN,
prawdopodobnie wszystkie BAb w pewnym stopniu zabu-
rzaja oddzialywanie IFNp na receptor, a od swoistosci epi-
topowej i sity wiazania zalezy, jak wyrazny jest to efekt.
W zwigzku z tym NAD sg nie tyle jakosciowo odmienna
podgrupa BAD, ile raczej frakcja o aktywnosci antyinter-
feronowej wystarczajaco wysokiej, by wykryly ja odczyny
laboratoryjne.

Wykrywanie NAb opiera si¢ na wykazywaniu ich zdolno-
$ci do zahamowania dzialania IFNB w hodowli komoérek in
vitro. W odczynie efektu cytopatycznego (cytopathic effect
assay, CPE) wykorzystuje sie dzialanie przeciwwirusowe
IFNB. Do wrazliwej na wirusa hodowli komérkowe;j do-
dawany jest IFN, a nastepnie bada si¢ surowice i wirusa.
Jesli badana surowica zawiera NAb, komorki nie zostang
ochronione przez IFNp i wykaza zmiany cytopatyczne.
W celu standaryzacji miano przeciwcial oblicza si¢ wedlug
metody Kawade, a powszechnie uzywane progowe miano,
przy ktorym wynik oznaczenia uznaje si¢ za dodatni, wy-
nosi 20 NU/ml (Grossberg et al., 2001). Swiatowa Organi-
zacja Zdrowia uznaje CPE za zloty standard wykrywania
NAb. Jest to jednak test czaso- i pracochlonny.

W celu przyspieszenia i ujednolicenia pomiaréw opraco-
wano odczyny wykorzystujace oznaczanie biatka MxA
(myxovirus resistance protein A, MxA), produkowanego
wylacznie w odpowiedzi na IFN klasy I. Badanie zahamo-
wania wydzielania mRNA MxA pod wplywem badanej
surowicy charakteryzuje sie najwieksza czuloscig w wy-
krywaniu NADb (Bertolotto et al., 2007).

Powstal réwniez odczyn z komdrkami transfekowanymi
genem raportujgcym, jakim jest gen lucyferazy — umiesz-
czony za promotorem indukowanym wcze$nie i wy-
bidrczo przez IENP (Lam et al., 2008) (ryc. 2). Lucyfera-
za to enzym, ktory podczas reakcji ze swoim substratem,

BAb {binding antibodies) -
prreciwciala wiazace IFNB

ELISA

posrednia (indirect)

wiazania (capture)

SN I o

0

bezposrednia (direct)

IFN — interferon; Sh — surowica badana; anty-lgG — przeciwciata przeciw ludz-
kim immunoglobulinom; E — enzym; S — substrat; P — produkt.

Ryc. 1. Metody ELISA stuzgce do wykrywania BAb
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lucyferyna, wywoluje luminescencje. Do hodowli komo-
rek dodaje si¢ IFNp, badana surowice, a nastepnie lucy-
feryne, po czym mierzy sie chemiluminescencje.

W Zaktadzie Neurochemii i Neuropatologii Katedry Neu-
rologii w Poznaniu wdrozono analizy BAb za pomocg wla-
snej techniki ELISA oraz NAbD z zastosowaniem testu wyko-
rzystujacego gen reporterowy lucyferazy (luciferase reporter
gene assay) — iLite™ antibeta. W badaniach poréwnujacych
obie metody dla BAb uzyskano 50-procentowg czulosé
i 87-procentowa swoisto$¢, a dla NAb -80-procentows czu-
to$¢ i 81-procentows swoistos¢ (Michalak, 2015) (ryc. 1, 2).

CZESTOSC WYSTEPOWANIA PRZECIWCIAL
PRZECIW IFNf | DYNAMIKA ICH MIANA

BAb wykrywa si¢ u niespetna 0,1% zdrowych oséb i po-
dobnego odsetka chorych na MS nigdy nieleczonych IFNB,
a ponadto nawet w 35% preparatéw mieszanych ludzkich
IgG (Ross et al., 2000). Czesto$¢ i dynamika wytwarza-
nia przeciwciat u chorych leczonych IFNp sg odmienne dla
réznych preparatow IFNB-1a i IFNp-1b.

BAb pojawiajg si¢ wcze$nie — czesto w ciggu pierw-
szych 3 miesiecy leczenia IFNf-1b. Po 12 miesigcach te-
rapii IFNpB-1b, IFNB-1a podskérnie i IFNf-1a domigénio-
wo BAb-pozytywnych jest odpowiednio 97%, 58% i 33%
chorych (Ross et al., 2000). BAb w wysokich mianach wy-
daja sie zapowiada¢ wystgpienie przeciwcial neutralizujg-
cych (Perini et al., 2004). Z czasem miana BAb nierzadko
obnizaja sie réwnolegle ze wzrostem aktywnosci NAb. Zja-
wisko to moze odpowiada¢ ,,dojrzewaniu” powinowactwa
(Ross et al., 2000).

NAb
Test z wykorzystaniem genu reporterowego lucyferazy

M

NAb(-) NAb(+)

33— gen reporterowy lucyferazy

ﬁ — lucyferaza
™. substrat lucyferazy

\Ir ~ Nhb

Ryc. 2. Metoda wykrywania NAb z zastosowaniem reportero-
wego genu lucyferazy
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Obecnoé¢ NAb mozna stwierdzi¢ juz w 3. miesigcu lecze-
nia, ale zazwyczaj wykrywa sie¢ je migdzy 6. a 18. miesia-
cem (The IFNB Multiple Sclerosis Study Group and the
University of British Columbia MS/MRI Analysis Group,
1996; Ross et al., 2000; Sorensen et al., 2005), przy czym
podczas terapii IFNB-1b pojawiaja sie wczesniej (Ross
et al., 2000). Miedzy 6. a 24. miesigcem leczenia odnoto-
wuje si¢ najwiekszg czesto$¢ wystepowania NAb (Rudick
et al., 1998; Sato et al., 2012). Jezeli w ciggu 24 miesiecy
przyjmowania IFNp chory nie wytworzy NAb, zazwyczaj
pozostaje Nab-ujemny (Sorensen et al., 2005).

Dane dotyczace czesto$ci wystepowania NAD sg roz-
biezne z powodu stosowania odmiennych metod ozna-
czania przeciwcial i réznych definicji statusu NAb(+).
Dla IFNp-1a podawanego domig$niowo jest to od 2 do
6% (Clanet et al., 2002; Rudick et al., 1998), dla IFNB-1a
podawanego podskdrnie — od 14 do 24% [PRISMS Study
Group and the University of British Columbia MS/MRI
Analysis Group, 2001; Secondary Progressive Efficacy
Clinical Trial of Recombinant Interferon-Beta-1a in MS
(SPECTRIMS) Study Group, 2001], a dla IFNp-1b - od 28
do 42% (The IFNB Multiple Sclerosis Study Group and the
University of British Columbia MS/MRI Analysis Group,
1996; Polman et al., 2003).

Wytwarzanie NAb moze by¢ zjawiskiem przejsciowym
i minag¢ mimo kontynuacji leczenia IFN, szczegolnie
w przypadku niskiego miana przeciwcial. W badaniu kli-
nicznym IFNB-1b (The IFNB Multiple Sclerosis Study
Group and the University of British Columbia MS/MRI
Analysis Group, 1996) 60% chorych NAb(+) uzyskiwato
w czasie dalszej obserwacji (do 5 lat) przynajmniej
jeden wynik ujemny - przy czym jeéli wczeéniej miano
NAD przekraczalo 500 NU/ml, zdarzalo si¢ to rzadko.
W badaniu OPTIMS dawka IFNB-1b podniesiona do
375 pg zwigkszala prawdopodobienstwo zaniku NAb
(Durelli et al., 2009). W badaniu dunskim (Sorensen et al.,
2005) wigkszos¢ chorych definitywnie NAb(+), z dwoma
kolejnymi oznaczeniami dodatnimi, pozostawata do-
datnia, ale 33% z nich w czasie czteroletniej obserwacji
powrécilo do statusu definitywnie ujemnego - z przy-
najmniej dwoma kolejnymi oznaczeniami ujemnymi.
Prawdopodobienstwo serokonwersji do NAb(-) bylo istot-
nie wigksze dla IFNp-1b niz dla IFNf-1a s.c. W badaniu
klinicznym IFNf-1a s.c. PRISMS-4 (Francis et al., 2005)
odsetek serokonwersji do NAb(-) w czasie czteroletniej
obserwacji wynosit §rednio 22% (19,9% dla nizszej i 25,5%
dla wyzszej dawki). W badaniu SPECTRIMS [Secondary
Progressive Efficacy Clinical Trial of Recombinant Inter-
feron-Beta-1a in MS (SPECTRIMS) Study Group, 2001],
dotyczacym IFN-1la podawanego podskérnie we wtor-
nie postepujacej postaci MS, w ciggu 3 lat przeciwciala
utracito az 30,2% i 66,7% leczonych odpowiednio daw-
ka 22 lub 44 pg.

Wysokie miano NAb zapowiada ich wieloletnie utrzymy-
wanie si¢, nawet mimo przerwania leczenia interferonem.
Miano >100 TRU zmierzone po 24. miesiacu terapii IFNf
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silnie koreluje z przetrwaniem NADb (Gneiss et al., 2004).
Zaobserwowano, ze przetrwale NAb wystepuja czedciej
u leczonych IFNp-1a podskornie niz IFNB-1b lub IFNB-1a
domiesniowo (van der Voort et al., 2010).

EFEKT KLINICZNY NAb

Nie wykazano, aby izolowane wystepowanie BAb wplywato

na skuteczno$¢ leczenia MS interferonem . Udokumento-

wanie wplywu NAD na efekt leczenia jest trudne, poniewaz:

1. przeciwciala pojawiajg si¢ z opdznieniem, a zatem ich
dzialanie nie ujawnia si¢ przy krotkiej obserwaciji;

2. NAb wystepuja tylko u czesci chorych, przez co moc
badan nie zawsze wystarcza do wykazania zaleznosci;

3. czg$¢ chorych powraca do statusu NAb(-) lub fluktuuje
miedzy NAb(+) a NAb(-);

4. wbadaniach uzywane sg rozne definicje statusu NAb(+),
techniki oznaczania NAD, progi wysoko$ci mian i sposo-
by analizy okreséw NAb(+) i NAb(-).

Mimo powyzszych probleméw wyniki badan prospektyw-

nych dowodza, ze NAb zmniejszaja, a w wysokich mianach

niweczg efekt terapeutyczny IFNP. Wyraza si¢ to wzrostem
czesto$ci rzutéw i pogorszeniem wynikéw neuroobrazo-
wania w rezonansie magnetycznym; w niektérych bada-
niach stwierdzono nawet przyspieszenie postepu choroby.

Opisane réznice zaczynaja si¢ pojawia¢ w 2.-3. roku lecze-

nia, czyli nieco pézniej niz wykrywalne NAbD.

Zwigzek NAD z liczbg rzutdw (relapse rate, RR) wykaza-

no w wielu badaniach randomizowanych. W trzyletnim

badaniu pilotazowym oceniajacym skutecznos¢ IFNB-1b

w postaci rzutowo-remisyjnej MS (The IFNB Multiple

Sclerosis Study Group and the University of British Co-

lumbia MS/MRI Analysis Group, 1996) w grupie leczo-

nej wiekszg dawka (8 MIU) miedzy 19. a 24. oraz 25. a 30.

ilacznie miedzy 13. a 36. miesigcem terapii roczna RR byla

wyraznie wieksza u chorych NAb(+) niz NAb(-) (odpo-
wiednio: 1,39 vs 0,63; 1,19 vs 0,35; 1,08 vs 0,56), ale podob-

na jak w grupie placebo (odpowiednio: 1,17; 0,92; 1,06).

W tym badaniu chory, u ktérego stwierdzono NAD, byt

traktowany jako NAb-dodatni przez caly czas obserwa-

cji, bez wzgledu na to, czy w danym okresie rzeczywiscie
wykrywano u niego przeciwciala (,raz dodatni - zawsze
dodatni”). Spodziewano sie, ze gdyby uwzgledni¢ okresy

NAb(+) i NAb(-) w poréwnaniu miedzy pacjentamiiu po-

jedynczego chorego, wplyw przeciwcial mogliby sie okazaé

wyrazniejszy. Z tego powodu przeprowadzono ponowng
analize danych (Petkau et al., 2004), w ktorej wykaza-
no zalezne od miana NAb zwigkszenie czesto$ci rzutdéw

w okresach NAb(+) przy obu dawkach IFN-1b. Réznica

nie byla widoczna w dwuletnim badaniu pilotazowym

IFNp-1a podawanego podskdrnie (PRISMS), ale ujawni-

ta sie w przedtuzeniu tego badania (PRISMS Study Group

and the University of British Columbia MS/MRI Analysis

Group: PRISMS-4, 2001), czyli w roku trzecim i czwartym

(0,81 vs 0,5). Obserwacje te potwierdzita powtérna analiza

(Francis et al., 2005).
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W badaniu IFNf-1a i.m. (Rudick et al., 1998) nie udo-
wodniono statystycznie istotnego wptywu statusu NAb
na wynik leczenia. Moglo to wynika¢ z niskiego odsetka
chorych NAb(+), wynoszacego okoto 5%. Wieksze bada-
nie, poréwnujace dawki 30 i 60 pug (Kappos et al., 2005),
wykazato, Ze RR u chorych NAb(+) byta 0 39% wyzsza niz
u pacjentow NAb(-).

Badania kliniczne dotyczgce wtdrnie postepujacego MS
wykazaty, cho¢ niespojnie, zwigkszong czestos¢ rzutow
w okresach NAb(+). W badaniu europejskim oceniajacym
zastosowanie IFNB-1b (Polman et al., 2003) nie stwier-
dzono zwigzku NAb z RR w poréwnaniu przekrojowym,
ale w analizie podluznej pojawienie si¢ przeciwcial powo-
dowatlo wzrost czestosci rzutéw o 45%, gdy poréwnano
okres przed wykryciem i po wykryciu NAb. Kiedy w ana-
lizie uwzgledniono wszystkie zmiany statusu przeciwcial,
efekt byl mniej wyrazny i nieistotny statystycznie. Z kolei
w badaniu SPECTRIMS, w ktérym uzyto IFNp-1a [Sec-
ondary Progressive Efficacy Clinical Trial of Recombinant
Interferon-Beta-1a in MS (SPECTRIMS) Study Group,
2001], réznice w RR miedzy chorymi NAb(+) i NAb(-)
byly nieistotne statystycznie; jedynie poréwnanie z pla-
cebo sugerowalo utrate efektu IFNPB w grupie NAb(+)
leczonej dawka 44 pg.

Réwniez prospektywne badania nierandomizowane udo-
wadniajag wplyw NAb na czesto$¢ rzutéw. W czeéci z nich
poréwnano czesto$¢ rzutéw w zaleznoéci od statusu NAb
u danego chorego (analiza podluzna). W piecioletnim ba-
daniu (Sorensen et al., 2003) obejmujacym wszystkich
dunskich chorych leczonych IFNB, u ktérych obowigzko-
wo co 6 miesiecy oznacza si¢ NAD, czesto$¢ rzutéw w okre-
sach NAb-dodatnich (0,64-0,70) okazala sie istotnie wyz-
sza niz w okresach NAb-ujemnych (0,43-0,46). W badaniu
wloskim (Perini et al., 2004) poréwnano RR przed poja-
wieniem sie BAb i NAD oraz po ich pojawieniu sie. Istotny
zwigzek ze wzrostem czesto$ci rzutéw wykazano przy mia-
nie NAb >100 NU/ml, szczegélnie przy jednoczesnym wy-
stepowaniu NAb i BAb w wysokich mianach. W innych ba-
daniach poréwnywano chorych NAb(+) z chorymi NAb(-)
(analiza przekrojowa) i zaobserwowano wyzsza RR u cho-
rych NAb(+) (Malucchi et al., 2004; Sato et al., 2012).
Paolicelli i wsp. (2013) wykazali wzrost RR w okresach
NAb(+) w poréwnaniu z okresami NAb(-), a takze, przy
uzyciu parowania metoda propensity score, ogdlnie wigksza
(o okoto 60%) RR u pacjentéw NAb(+).

Dosy¢ nieoczekiwane bylo spostrzezenie, ze w pierw-
szych 6-12 miesigcach leczenia chorzy, ktorzy w przyszto-
$ci wytworzyli NAb, doswiadczajg rzadszych rzutéw niz
pacjenci stale NAb(-) (Clanet et al., 2002; The IFNB Mul-
tiple Sclerosis Study Group and the University of British
Columbia MS/MRI Analysis Group, 1996; Polman et al.,
2003; PRISMS Study Group and the University of British
Columbia MS/MRI Analysis Group: PRISMS-4, 2001).
Prébowano to wyjasni¢ m.in. przedtuzeniem okresu pot-
trwania IFNB w wyniku wiazania z przeciwciatami o ni-
skim powinowactwie.
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Udokumentowanie wptywu NAb na progresje choroby
bylo trudniejsze. Sposréd wyzej przytoczonych badan
randomizowanych tylko jedno wykazato istotng staty-
stycznie zaleznos¢. Nie jest to zaskakujace, skoro sam
efekt IFNP okazat si¢ w tych badaniach trudny do wyka-
zania. We wspomnianym czteroletnim badaniu (Kappos
et al., 2005) wérod pacjentow NAb(+) zaobserwowano
wieksze $rednie pogorszenie wyniku EDSS niz wéréd cho-
rych NAb(-). W kilku matych prospektywnych badaniach
nierandomizowanych obserwowano czestsze (Malucchi
et al., 2004) i bardziej nasilone (Perini et al., 2004) po-
gorszenia w skali EDSS w grupie NAb(+). W szesciolet-
nim badaniu pacjentéw leczonych domigsniowo podawa-
nym IFNB-1a (Tomassini et al., 2006) wytworzenie NAb
w pierwszym roku leczenia zapowiadalo postep niespraw-
nosci w ciggu 5 lat.

Dziatanie NAb - podobnie jak efekty leczenia interfero-
nem - wczeéniej, wyrazniej i bardziej powtarzalnie ujaw-
nia si¢ w obrazie rezonansu magnetycznego niz w prze-
biegu klinicznym. W wigkszosci wyzej wymienionych
badan pojawienie sie NAb wigzalo si¢ z wigkszg aktywno-
$cig choroby (czestszym wystgpowaniem zmian wzmac-
niajacych si¢ po podaniu gadolinowego srodka kontra-
stujacego) i wigkszym gromadzeniem kontrastu przez
zmiany w sekwencji T2. Obserwowano to takze w bada-
niach, w ktérych nie wykazano wptywu NAb na przebieg
kliniczny [Polman et al., 2003; Rudick et al., 1998; Second-
ary Progressive Efficacy Clinical Trial of Recombinant In-
terferon-Beta-1a in MS (SPECTRIMS) Study Group, 2001].
Liczba i dynamika przyrostu zmian w rezonansie magne-
tycznym koreluja z odlegtym rokowaniem, dlatego moz-
na podejrzewad, ze wplyw NADb na obraz rezonansu prze-
tozy si¢ na pogorszenie obrazu klinicznego w diuzszej
obserwacji.

Leczenie IFNB moze by¢ wskazane juz na etapie izolowa-
nego zespoltu klinicznego (clinically isolated syndrome,
CIS). W badaniu BENEFIT, poréwnujacym IFNp-1b z pla-
cebo u chorych z CIS, NAb wystapily u 31,8% badanych.
Nie wykazano, by ich obecnos¢ korelowata ze zwigksze-
niem RR, szybsza progresja do klinicznie jawnego MS czy
postepem niesprawnosci. Chorzy z niskimi mianami NAb
cechowali sie nizszg RR. Obecno$é NAb wigzala sie nato-
miast z wigkszg liczbg zmian w rezonansie magnetycznym,
co oznaczalto wzrost prawdopodobienstwa rozpoznania MS
wedtug kryteriéw McDonalda (Hartung et al., 2011).

U licznych chorych NAb zanikaja podczas kontynuacji
leczenia. Czesto$¢ rzutéw zmniejsza si¢ wtedy do pozio-
mu nie wyzszego niz przed pojawieniem sie przeciwciat, co
odpowiada przywrdceniu skutecznoéci IFNp (Petkau et al.,
2004). Istnieja doniesienia méwigce o ci¢zszym przebiegu
klinicznym choroby nawet po kilku latach od przerwania
terapii IFNP u 0s6b z przetrwalymi NAb (van der Voort
et al., 2010). U pacjentoéw z NAD rzadziej wystepuja dziata-
nia niepozadane IFNp (The IFNB Multiple Sclerosis Study
Group and the University of British Columbia MS/MRI
Analysis Group, 1996).
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AKTYWNOSC IFNB IN VIVO

W obliczu dowodéw na istnienie zwigzku NADb ze spad-
kiem skutecznosci IFN, a jednoczesnie trudnosci tech-
nicznych zwigzanych z ich oznaczaniem (np. koniecznos¢
wykorzystywania zywych hodowli komérkowych) poszu-
kiwano metod oceny aktywnosci IFN in vivo; dodatkowo
zywiono nadzieje, ze mogtyby one lepiej korelowac z wy-
nikami leczenia.

IFNp dziala przez receptor IFNAR, za posrednictwem
$ciezki JAK/STAT indukujacy ekspresje wielu genow, ktd-
rych produkty - w postaci mRNA lub biatka - mozna
oznacza¢ w komoérkach krwi obwodowej. Proponowano
wiele markeréw aktywnoséci IFNB u chorych na MS, m.in.
B-2 mikroglobuling, neopteryne, wiperyne, IFIT1 oraz
wspomniane juz MxA (Pachner et al., 2009; Polman et al.,
2010). MxA jest jednym z najlepiej zbadanych markeréw;
ze wzgledu na swoisto$¢ brak indukeji Mx A koreluje z cal-
kowitym brakiem dziatania IFNp na poziomie ekspresji
genow (Polman et al., 2010). Po podaniu IFNp obserwu-
je sie wzrost stezenia mRNA MxA i biatka MxA. Odpo-
wiedz ta jest stabsza u pacjentow, u ktorych wykryto NAb;
supresja okazuje si¢ tym silniejsza, im wigksze miano
przeciwcial (Pachner et al., 2009). Przy szczegdlnie wyso-
kich mianach odpowiedZ MxA zanika, niemniej jednak
badacze podaja rozbiezne warto$ci mian, przy ktérych to
obserwowali (od 45 do 600 NU/ml) (Polman et al., 2010).
Wykazano, ze brak odpowiedzi MxA po podaniu IFNB
koreluje z wigksza czestoscig rzutdéw (van der Voort et al.,
2009). Jak sie wydaje, nRNA MxA jest nieco lepszym pre-
dyktorem ryzyka nowych rzutéw niz NAb (Malucchi et al.,
2008). Moze tez wskazywac¢ na inne przyczyny braku dzia-
tania interferonu, np. wysycenie receptoréw dla IFN, brak
wspotpracy chorego albo zwigkszone stezenie rozpusz-
czalnego receptora IFN.

ZALECENIA

Nie opracowano dotad polskich zalecen dotyczacych
oznaczania NAb. Program lekowy Narodowego Fundu-
szu Zdrowia nie uwzglednia tego zagadnienia.

W ostatniej dekadzie powstato kilka propozycji miedzy-

narodowych wytycznych. Najnowsze zalecenia Europej-

skiej Federacji Towarzystw Neurologicznych (European

Federation of Neurological Societies, EFNS) opublikowa-

no w 2011 roku (Serensen ef al., 2011). Brzmig one na-

stepujaco:

1. Przed wykonaniem analizy NAb mozna zastosowac —
jako badanie przesiewowe - test oceniajacy wystepo-
wanie BAb.

2. Analizy BAb i NAb powinny by¢ przeprowadzane w wy-
specjalizowanych laboratoriach. Ztotym standardem jest
walidacja wobec CPE lub badanie MxA. Obliczenia mia-
na przeciwcial trzeba prowadzi¢ metoda Kawade.

3. Zalecane jest badanie chorych leczonych IFN na obec-
no$¢ NAb podczas pierwszych 24 miesiecy leczenia.
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4. W przypadku chorych pozostajacych w tym czasie
NAb(-) mozna zaniecha¢ analiz, ale nalezy do nich po-
wrocié, jesli wzrasta aktywnos¢ choroby.

5. U chorych NAb(+) analizy powinny by¢ powtarzane
co 3-6 miesiecy.

6. Leczenie IFNP nalezy przerwa¢ u pacjentéw z utrzy-
mujacymi si¢ wysokimi mianami NAb (>100 TRU dla
IFNp-1b).

PODSUMOWANIE

Oznaczanie obecnosci przeciwcial przeciw interferono-
wi powinno zosta¢ wprowadzone do praktyki klinicz-
nej po uprzedniej walidacji stosowanych metod laborato-
ryjnych. Utrzymywanie si¢ przeciwcial neutralizujacych
moze stanowi¢ istotne wskazanie do zmiany IFNp na inny
lek, a nieobecno$¢ NADb — wesprze¢ decyzje o kontynuacji
leczenia interferonem. Powtarzanie oznaczenn NAb w trak-
cie leczenia IFN pozwala na wzmocnienie ich znaczenia
klinicznego. Ocena wptywu NAb na skutecznos¢ lecze-
nia powinna uwzglednia¢ obraz kliniczny (liczbe rzutéw,
wynik w EDSS), aktywnos¢ choroby w obrazie rezonansu
magnetycznego oraz wplyw IFNP na parametry laborato-
ryjne - liczbe leukocytow i ptytek krwi — odzwierciedlaja-
ce niepozadane dzialania leku.
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