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A-549 Linea de células de carcinoma pulmonar

BAbs Anticuerpos anti-interferdn (Binding antibodies)
BOC Bandas oligoclonales de IgG

cDNA DNA complementario

CHO-K1 Células de ovario de hamster chino

CIs Sindrome clinico aislado

CPE Efecto citopdcitco

CXCL13 Quimiocina CXC ligando 13

EDMUS European Database for Multiple Sclerosis

EDSS Expanded Disability Status Scale

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EIA Enzimainmunoensayo

ELISA Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
EM Esclerosis Multiple

EMRR Esclerosis multiple remitente recurrente
EMSP Esclerosis multiple secundaria progresiva
EMPP Esclerosis multiple primaria progresiva
EMPR Esclerosis multiple progresiva con brotes
GAS Secuencias activadas por interferon gamma
GFAP Proteina acida fibrilar glial

IFNAR-1 subunidad de receptor Interferén-a tipo 1

IFNAR-2 subunidad de receptor Interferén-a tipo 2

IFN Interferdn

IFN-B Interferdn beta

IFN-a Interferdn alfa

IFN-y Interferén gamma

M Intramuscular

IRF-1 Factor regulador del Interferéon 1

IRF-2 Factor regulador del interferén 2

IRF-9 Factor regulador del interferén 9

IRM Resonancia magnética

IRSE Elementos de respuesta estimulados por Interferén

11



Expresién del gen de la proteina MxA como biomarcador de respuesta al interferén beta en pacientes con Esclerosis Mdltiple

ISG Genes estimulados por interferén

ISGF-3 Factor génico 3 estimulado por interferén

JAK-1 Janus Activated Kinase /Cinasa activada Janus tipo 1
LCR Liquido cefalorraquideo

LU Unidades de laboratorio

mcg microgramos

MIU millones de unidades internacionales

mL Mililitro

MMPs Metaloproteinasas de matriz extracelular

mRNA RNA mensajero

MxA Myxovirus resistance A

MXA Myxovirus resistance protein A

NAbs Anticuerpos neutralizantes anti-interferén

NMO Neuromielitis éptica de Devic

NF-L Neurofilamentos de cadena ligera

NF-H Neurofilamentos de cadena pesada

NGF Factor de crecimiento neuronal

OAS1 2'-5'-oligoadenilato sintetasa 1

oms Organizacién mundial de la salud

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa

qc-PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa-competitiva
RT-PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa a tiempo real
SC Subcutaneo

SNC Sistema nervioso central

STAT-1 transductor de sefal y activador de la transcripcién 1
STAT-2 transductor de sefial y activador de la transcripcién 2
STAT-3 transductor de sefial y activador de la transcripcién 3
S100B Proteina de unién al Calcio tipo B

Tyk2 Tirosin cinasa asociada al receptor del IFN tipo 2

VCAM-1 molécula de adhesién vascular 1
VLA-4 Integrina a4pB1
YKL-40 Chitanase-3-like 1
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1. Esclerosis Multiple

1.1 Definicion

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad desmielinizante, crénica y autoinmune que afecta al
sistema nervioso central (SNC). Se caracteriza por la presencia de inflamacién, desmielinizancién,
pérdida axonal y gliosis detectadas en muestras anatomopatoldgicas. Afecta principalmente a
adultos jévenes y es una de las principales causas de discapacidad en ese rango de edad (1). La
prevalencia media actual en Espafia se estima en 60-65 casos/100.000 habitantes, con una
incidencia media de alrededor de 3,5 casos por 100.000 habitantes-afio (2,3). Su causa es
desconocida aunque se acepta que la interaccion de factores ambientales junto con cierta
predisposicién genética genera una alteracion en la respuesta inmune que desencadena el

desarrollo de la enfermedad.

1.2 Fisiopatologia de la EM

La EM se caracteriza por la presencia de lesiones en forma de placa localizadas principalmente en la
sustancia blanca del SNC y que presentan una disposicion perivenular. Se caracterizan por una
infiltracion linfo-monocitaria, desmielinizacién, dafo axonal, gliosis y pérdida de oligodendrocitos.
Ademas de la sustancia blanca, también se encuentran lesiones en otras areas del cerebro como en

cortex o nervios y tractos dpticos.

Se considera una enfermedad mediada por el sistema inmunitario: los linfocitos T autorreactivos
contra antigenos del SNC, como podrian ser antigenos de la mielina, se activarian en la periferia a
través de, probablemente, mecanismos de mimetismo molecular o de activacién policlonal por
antigenos virales o bacterianos. Estas células T activadas producirian citocinas inflamatorias que
activarian las células endoteliales, dando lugar a una mayor expresion de moléculas de adhesion
que facilitarian la extravasacion de células inflamatorias al SNC. Durante este proceso, se activan
otros mediadores de la inflamacién como las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) que
favorecerian la degradacién de la barrera hematoencefilica, facilitando la migracion de las células
inflamatorias. Una vez en el SNC, las células T autorreactivas reconocen el antigeno y se

desencadena una respuesta inflamatoria mediada por citocinas de tipo Thl, dando lugar a la
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activacion de macrdfagos y células B, que permitirdn un segundo reclutamiento de células
inflamatorias asi como una secrecién de mediadores citotdéxicos como oxido nitrico y radicales libres
gue lesionaran la vaina de mielina. Las células B, tras diferenciarse a células plasmaticas, secretaran
anticuerpos y activaran el complemento, contribuyendo al proceso de desmielinizacién. También
se reconoce la participacién tanto de las células del tipo CD4 Th2 como de las células T CD8 y otro
fenotipo, el Thl7, que también contribuye al proceso inflamatorio gracias al incremento del
reclutamiento de células CD4. En cuanto al dafio axonal, se correlaciona con la inflamacién aunque
no siempre se relaciona con la desmielinizacién activa y se ha detectado ya en las fases precoces de
la enfermedad. Diversos estudios sugieren que la degeneracién axonal es el principal determinante
de la progresion de la discapacidad (4,5). Generalmente se produce por un dafio directo sobre el
axén de las células CD8, macrofagos y microglia por el ambiente inflamatorio producido por las
citocinas y otros factores solubles, o también por la falta de soporte tréfico del axén debido a la
pérdida de mielina. En la EM se detecta remielinizacion a través de los progenitores de los
oligodendrocitos, lo que permite a algunos axones recuperar su capacidad de transmitir los
potenciales de accién. En ocasiones esta remielinizacién puede ser incompleta, lo que puede ser
debido a episodios repetidos de desmielinizacién, a la presencia de factores tdxicos que inhiben la
migracion de células progenitoras a la lesidn o a la hiperplasia de astrocitos y gliosis que supone una

barrera fisica para la llegada tanto de factores tréficos como de células progenitoras (1,6).

1.3 Formas de EM

Histéricamente se reconocen varias formas de enfermedad que se distinguen por la presencia de
brotes y de progresion. Se define como brote la aparicion o empeoramiento de una disfuncion
neuroldgica de mds de 24 horas de duracién, precedida de un periodo de estabilidad y en ausencia
de fiebre (7). En 1996, se llegd a un consenso que permitio la estandarizacién de la terminologia

utilizada para describir las diferentes formas de enfermedad (8). Las diferentes categorias fueron:

EM Remitente Recurrente (EMRR): brotes definidos, con recuperacién completa o con secuelas, y

periodos entre brotes caracterizados por ausencia de progresion.

EM Secundaria Progresiva (EMSP): curso inicial RR que se continta con progresidén con o sin brotes y

con remisiones y estabilizaciones ocasionales
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EM Primaria progresiva (EMPP): enfermedad progresiva desde el inicio. Ocasionales estabilizaciones

y mejorias temporales permitidas.

EM Progresiva con brotes (EMPR): enfermedad progresiva desde el inicio con claros brotes durante

el curso de la enfermedad. Los periodos entre brotes se caracterizan por progresidén continua.

Recientemente se ha llegado a un nuevo consenso (9) en el que se establecen dos fenotipos
principales: enfermedad con brotes (EMRR o sindrome clinico aislado (CIS)) y progresiva (EMPP o
EMSP). En funcidén de la actividad, ya sea radioldgica o en forma de brotes, se subclasifican en
enfermedad activa o no activa. Asi, con la nueva clasificacion, nos encontrariamos con diferentes
fenotipos: CIS no activo o activo (en el caso del CIS activo se podria considerar EMRR si cumpliera
criterios diagnodsticos de EM (10)), EMRR no activa o activa, enfermedad progresiva activa con
progresidn o sin progresion y enfermedad progresiva no activa con y sin progresion (estable). La
utilizacion de marcadores de actividad y de progresion facilitara el disefio y reclutamiento en

ensayos clinicos asi como estudios para evaluar la decisidn de discontinuar tratamientos.

1.4 Historia Natural de la EM

La EM es una enfermedad con un comportamiento heterogéneo y diferentes fenotipos clinicos que
oscila entre formas benignas y formas altamente agresivas. Alrededor de un 80% de los pacientes
presentaran un episodio de déficit neurolégico focal agudo como debut de la enfermedad mientras
qgue el 20% restante lo hara en forma de enfermedad progresiva desde el inicio. Aproximadamente
un 65% de los pacientes con forma EMRR desarrollaran una forma progresiva en el curso de su
enfermedad. Tanto en el caso de las formas progresivas desde el inicio como en las secundarias, la
progresion suele iniciarse hacia los 40 anos, sucediendo esto de forma relativamente independiente

a la edad de inicio de los sintomas (11).

En cuanto a la tasa anualizada de brotes, se estima: que se encuentra entre 0.3 y 1.1 brotes/afio en
funcién de que la serie estudiada sea retrospectiva o prospectiva (12,13), que es menor en
pacientes con inicio de la enfermedad a edades mas avanzadas (14) y que esta tasa tiende a
disminuir conforme avanza la enfermedad (12). Recientes estudios han documentado una

tendencia al descenso en la tasa anualizada de brotes respecto a la descrita en los estudios iniciales
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(15). Se acepta en general que una tasa de 0.5 brotes/afio seria representativa para los pacientes

con formas EMRR (1).

Respecto a la supervivencia, diversos estudios muestran que la mediana del tiempo desde el debut
hasta la muerte en pacientes con EM es de 31 afios, lo que representa una disminucién en la
esperanza de vida de unos 5-10 afios con respecto a la poblacién general, debida generalmente a
las complicaciones en pacientes discapacitados y a las derivadas de la inmovilizacién. Esta diferencia

parece estar disminuyendo progresivamente en las Ultimas décadas (1).

En cuanto a los factores prondsticos que pueden ayudar a predecir que pacientes van a desarrollar
antes una mayor discapacidad o una forma progresiva, se han llevado a cabo diferentes estudios
tanto en series hospitalarias como de base poblacional. Se acepta que los varones, el inicio tardio
de la EM, el intervalo menor entre el inicio de la EM y el siguiente brote, el mayor nimero de brotes
en los primeros 2 o 5 afios y los pacientes con formas de EMPP alcanzan antes una mayor
discapacidad. El brote de inicio multifocal y la recuperacién con secuelas se asocian también a una
mayor discapacidad. Respecto a los sintomas de inicio, los pacientes con neuritis dptica o sintomas
sensitivos se asocian a una evoluciéon mas lenta de la discapacidad. (13,16-19). En cualquier caso,
estos factores son solo orientativos. La EM es una enfermedad que muestra una gran variabilidad

interindividual en su comportamiento, lo que hace dificil prever el curso clinico de cada paciente.

1.5 Tratamientos disponibles

En la actualidad, existen diversos farmacos disponibles para el tratamiento de las formas de EM con

actividad, con diferente perfil de seguridad y de eficacia.

Los primeros farmacos que se ensayaron durante la década de los 80 fueron principalmente
inmunosupresores, entre ellos la Azatioprina, Ciclosporina o Ciclofosfamida (20) y posteriormente, a
principios de los 90, la Mitoxantrona (1,21). No fue hasta mediados de los 90 cuando se publicaron
los primeros resultados de eficacia del Interferdn beta (IFN-) como tratamiento de la EM. A lo largo
de los afios posteriores se aprobaron las distintas formas de Interferon beta (IFN-B-1a
intramuscular, IFN-B-1a e IFN-B-1b subcutdneos) (22-24) y en el afio 2001, el tratamiento con
Acetato de glatiramero en Europa (25). A lo largo del siglo XXI han aparecido nuevos farmacos con

un perfil de eficacia superior a los utilizados hasta entonces pero también con mayor riesgo de
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efectos adversos. El primero de ellos fue el Natalizumab (26,27), apareciendo posteriormente el
Fingolimod (28,29) y a lo largo del 2013-14 se ha aprobado el uso de la Teriflunomida (30,31), el
Dimetil Fumarato (32,33) y el Alemtuzumab (34,35) en Europa para formas de EMRR. Asi mismo,
durante el 2014 también se ha aprobado el uso del Peginterferon beta-1a, una forma de Interferén
pegilado con una eficacia similar al resto de Interferones pero con una frecuencia de administracion

inferior (36).

1.6 Biomarcadores

Se define biomarcador como una caracteristica que puede evaluarse y medirse de forma objetiva y
gue proporciona informacién sobre procesos bioldgicos normales o patoldgicos o sobre la respuesta
farmacoldgica a una intervencidn terapéutica (37). La investigacion de biomarcadores en EM se ha
convertido en un objetivo de gran interés en las Ultimas décadas, con tres dreas de investigacién
principal: la busqueda de biomarcadores de susceptibilidad de la enfermedad, es decir, que
permitan predecir qué individuos tienen mayor riesgo de desarrollar una EM, biomarcadores de
progresion que nos permitirian seleccionar aquellos pacientes con mayor riesgo de desarrollar una
forma progresiva o mas agresiva de la enfermedad y biomarcadores de respuesta al tratamiento, lo

gue nos facilitaria la seleccién de tratamientos mas adecuados para cada paciente (38,39).

En la actualidad, se han validado escasos biomarcadores y se utilizan en la practica clinica habitual.
El uso de la deteccién de las bandas oligoclonales de 1gG (BOC) o el indice IgG elevado en liquido
cefalorraquideo (LCR) se remonta a la década de los 60, no siendo hasta los 80 cuando las BOC
fueron incluidas en los criterios diagndsticos de Poser (40). Su utilidad en la actualidad se centra
tanto en el diagndstico de la EM como en su uso como factor prondstico de conversién de CIS a EM
definida (41). Asi mismo, se ha observado que la presencia de bandas oligoclonales de IgM también
predecirian la conversion de CIS a EM definida y que supondria un mayor riesgo de brotes y de
progresion de la enfermedad (42,43). Recientemente se han estudiado otros biomarcadores en LCR,
entre ellos los de dafio axonal como la deteccion de neurofilamentos tanto de cadena ligera (NF-L)
como pesada (NF-H), ambos incrementados en pacientes con EM comparados con controles sanos
(44). La deteccion de NFL-L al diagndstico es un factor predictivo de severidad y de paso a formas
progresivas asi como de conversion de CIS a EM definida (45,46). Otros marcadores de dafio

neuronal y glial como la Proteina acida fibrilar glial (GFAP) muestra niveles incrementados en
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pacientes con EM, correlacionandose con la presencia de mayor discapacidad (46,47). También se
ha estudiado el YKL-40 (Chitanase-3-like 1), expresado por la migoclia y por los astrocitos activados,
como biomarcador en la EM. La deteccidn de titulos elevados se asocidé con mayor probabilidad de
conversion a EM y con mayor y mas rdpida progresién de la discapacidad (46,48). Otros
biomarcadores como la CXCL13 (quimiocina CXC ligando 13), S100B (proteina de unién al calcio tipo
B) u otros estan siendo investigados aunque algunos de ellos muestran ciertas limitaciones como su
incremento en el contexto de otras enfermedades inflamatorias o coincidiendo con los brotes, lo
que disminuiria su potencial utilidad. En cuanto a los biomarcadores de respuesta al tratamiento, en
la actualidad ninguno ha proporcionado suficiente valor predictivo para poder ser aplicado en la
practica clinica. Unicamente la deteccién de anticuerpos neutralizantes frente al IFN-B o frente al
Natalizumab se utilizan de forma habitual, aunque su capacidad predictiva es baja puesto que la

falta de eficacia aparece antes de que éstos se detecten.

2. Interferon-f

2.1 Introduccion

El interferdn (IFN) enddgeno es una citoquina que pertenece a la familia del interferdn tipo 1y que
actla a través de su unién a un receptor de elevada afinidad en la superficie celular. Esto provoca la
transcripcion de factores que modifican la expresion génica, dando lugar a proteinas que son

responsables del efecto antiviral, antiproliferativo y antiinflamatorio observado.

Como tratamiento para la EM, los interferones empezaron a utilizarse en la década de los 80,
basandose principalmente en su efecto antiviral. Inicialmente se utilizaron los diferentes tipos de
interferdn, tanto beta como alfa y gamma, de forma indistinta por via intratecal y sistémica. Tras
varios estudios piloto se determiné que el uso del interferdn beta recombinante era efectivo por via
parenteral, a diferencia del interferéon alfa cuyos resultados no fueron concluyentes (49,50) y el

interferon gamma con efectos perjudiciales (51).

Posteriormente se llevaron a cabo los diferentes estudios pivotales que permitieron la aprobacion

por las autoridades sanitarias del uso del IFN-B para la EM (22-24).
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2.2 Mecanismo de accion

Los interferones juegan un papel importante en la inmunidad innata, inhibiendo la replicacién de
patdégenos virales, bacterianos y pardsitos, pero también en la comunicaciéon entre inmunidad
innata y adaptativa para preservar la integridad inmunoldgica. Se trata de una compleja familia de
citoquinas que se clasifican en tres grupos: tipo |, tipo Il y tipo Ill. El interferén beta pertenece al
tipo |, asi como también el interferdn alfa (IFN-a) y otros, mientras que el interferén gamma (IFN-y)
perteneceria al grupo Il. Su accién depende principalmente de varios mecanismos: la inhibicién de
la activacion de las células T, la modulacidon de la produccion de citoquinas y la reduccion en la
migracion de las células T (1,52-54). Respecto al primer punto, el interferén beta reduce los niveles
de expresién de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il en las células
presentadoras de antigeno, lo que da lugar a una disminucién en la activacién de las células T (55).
Esto impediria la llegada de células T y la posterior presentacion antigénica en el SNC, dificultando
la amplificacién de la respuesta inmune. Ademas, el IFN-B reduce la expresion de moléculas
coestimuladoras que participan en el proceso de presentacidén antigénica (como CD80 o CD28),
dando lugar a un descenso en la capacidad de activacidon de células T (56). En cuanto al segundo
punto, el Interferdn produciria un cambio en la respuesta inflamatoria a un perfil Th2 con secrecion
de citoquinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10) y una disminucién en la secrecién de citoquinas
proinflamatorias del tipo Th1 (IL-2, IL-12, IL-17, IFN-y) (57). También se ha observado que disminuye
la expresion de la Integrina a4p1 (VLA-4) en la superficie de las células T y de MMPs, responsables
de facilitar la degradacion de la barrera hematoencefdlica (58). Por otra parte incrementa el
desprendimiento de moléculas de adhesion vascular tipo 1 (VCAM-1) del endotelio, aumentando la
concentracion de VCAM-1 solubles a los que se uniran los linfocitos a través del VLA-4, generando
asi un mecanismo de engafio y reduciendo su unién con el VCAM-1 del endotelio (59). Ademas, se
sugiere que podria haber una disminucidn en la transcripciéon génica de moléculas de adhesidn,
dando todo esto lugar a una reduccion en la migracién de células inflamatorias a través de la
barrera hematoencefalica, lo que corresponderia al tercer punto (60). Otros mecanismos implicados

incluirian un incremento en la produccién de células CD56°"®™

NK, encargadas de la secrecién de
citocinas antiinflamatorias, particularmente IL-10 y de controlar las respuestas inmunes a través de
su interaccién con las células T en tejido linfoide y en SNC (61). Por otra parte, se postula un
potencial efecto favorecedor de la reparacion a nivel del SNC a través del fomento de la expresién

del factor de crecimiento neuronal (NGF) (62).
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Los efectos del IFN-B dependen de su unidon a un receptor especifico en la superficie celular,
formado por un complejo de subunidades de receptor IFN-a tipo 1 (IFNAR-1) y tipo 2 (IFNAR-2).
Tras esta union, se produce la heterodimerizacién del receptor y la activacion de la cinasa activada
Janus tipo 1 (JAK-1) y de la tirosin cinasa asociada al receptor del IFN tipo 2 (Tyk2), iniciando una
cascada de segundos mensajeros intracelulares que derivan en dos vias: la primera conduce a la
activacion de la transcripcion del factor génico 3 estimulado por interferon (ISGF-3), un complejo
formado por los transductores de sefial y activadores de la transcripciéon STAT-1 y STAT-2
fosforilados junto al factor regulador de IFN 9 (IRF-9). Este complejo se translocaria al nucleo y se
uniria a los elementos de respuesta estimulados por IFN (IRSE) presente en multiples genes. La
segunda via implica heterodimeros de STAT-1/2 y de STAT-2/3 y homodimeros de STAT-1 que se
unen a las secuencias activadas por interferén gamma (GAS). Finalmente, los productos derivados
de la activacion de ISRE y de GAS provocan cambios en una gran variedad de genes, conocidos como

genes estimulados por IFN (ISG), dando lugar a cambios en su transcipcion. (Fig 1.)
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Figura 1: Receptor y via de sefializacion del interferdn tipo |
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Ejemplos de estos genes serian los que transcriben proteinas tales como IFN-a, ISG15, MxA
(Mixovirus resistance A), IRF-7 u OAS1 (2'-5'-oligo-adenilato sintetasa 1). También incluye genes
como el de IRF-1 (/IFN regulatory factor-1), el primer regulador positivo de la transcripcion del
Interferdn tipo |, el de IRF-2, un inhibidor de la transcripcion del Interferdn tipo | (encargado de
devolver la transcripcién de los genes estimulados por el Interferén a su nivel basal) y hasta el

propio gen del IFN-B (63-66).

2.3 Tipos de Interferén-p

Actualmente se dispone de cuatro productos diferentes de IFN-B recombinante aprobados para el
tratamiento de la EM: Rebif (IFN-B-1a subcutaneo administrado 3 veces/semana, con presentacién
de dos dosis, 22 y 44 mcg), Betaferon/Extavia (IFN-B-1b subcutaneo administrado cada 48h,
presentado a dosis de 250 mcg/ml) Avonex (IFN-B-1a intramuscular administrado 1 vez por/semana
a dosis de 30 mcg/ml) y Plegridy (IFN-B-la pegilado administrado por via subcutdnea

quincenalmente a dosis de 125 mcg), este ultimo aprobado durante el afio 2014.

El IFN-B-1a se produce por tecnologia de ADN recombinante en células de ovario de hamster chino
(CHO-K1) como un polipéptido glicosilado con una Unica cadena que contiene 166 aminodcidos, con
una masa molecular de 22.500 Daltons. El IFN-B-1b se sintetiza por ingenieria genética a partir de
una cepa de Escherichia coli como una cadena simple no glicosilada de 165 aminodcidos, con un
peso molecular de 18.510 Daltons. Contiene una sustitucién de aminoacidos (cisteina en lugar de
serina) en la posicion 17 lo que hace que falte la metionina en la N-terminal. Por lo tanto, aunque
ambas proteinas recombinantes sufren cambios estructurales durante el proceso de purificacion, el
IFN-B-1a se asemeja mas a la forma nativa del IFN-B humano. No se han demostrado grandes
diferencias entre el IFN-B-1a y el IFN-B-1b en lo que respecta a su actividad bioldgica ni en su
farmacocinética. Aunque los productos difieren en la ruta de administracion y en la dosis, todos han
demostrado ser clinicamente beneficiosos en pacientes con EMRR (22-24). En cuanto al IFN-B-1a
pegilado, se ha desarrollado al anadir una cadena de polietilenglicol a la molécula de IFN-B-1a,
proceso conocido como pegilacion. Esto permite cambiar las caracteristicas farmacocinéticas y

farmacodinamicas, prolongando la vida media y el periodo de exposicion (36).
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2.4 Eficacia del Interferon-B: estudios pivote

El primer Interferén para el tratamiento de la EM que fue aprobado por las autoridades sanitarias
fue el Betaferon. El estudio de fase lll que permitié la aprobacién del mismo se llevé a cabo de
forma simultanea en Canada y EEUU (22), reclutandose 372 pacientes que habian presentado dos
brotes en los dos afios previos y con un EDSS (Expanded disability status scale) basal inferior a 5,5.
Los pacientes que recibieron 8 MIU (250mcg) de IFN-B1b, alcanzaron los objetivos primarios (tasa
de brotes y niumero de pacientes libres de brotes) y los secundarios (reduccién en la tasa de brotes,
incremento en el tiempo hasta el siguiente brote y reduccién en la proporcidn de brotes moderados
o severos), con resultados que alcanzaron la significacién estadistica. Un segundo estudio
prolongando el seguimiento fue publicado en el afio 1995 (67), demostrando que se mantenia la
reduccion en la tasa de brotes, aunque el mayor efecto del farmaco se alcanzaba durante el primer
afio. Por otra parte, se demostré una reduccidn significativa de la carga de lesiones en T2
detectadas por resonancia magnética cerebral (IRM) en los pacientes tratados con IFN-Blb
comparado con placebo (68). Estas diferencias se mantuvieron a lo largo del seguimiento, aunque
del mismo modo, el mayor efecto se alcanzé durante el primer afio de tratamiento. No se pudo
demostrar efecto significativo en la progresién de la discapacidad tanto en el estudio inicial como

en la extensién posterior.

En 1994 se comunicaron los resultados del estudio que permitié la aprobacién de Avonex®, siendo
publicados unos afios después (23). Fue nuevamente un estudio en fase Il en el que se incluyeron
301 pacientes con EMRR que habian presentado dos brotes en los tres afios previos y con un EDSS
basal entre 1y 3,5. El objetivo primario fue la discapacidad y la reduccion en la tasa de brotes fue el
objetivo secundario. El estudio fue interrumpido de forma prematura tras un analisis intermedio, lo
gue redujo la potencia de los resultados. Los resultados mostraron un enlentecimiento en Ia
acumulacidn de discapacidad (definida como aumento de un punto en el EDSS sostenido durante
mas de 6 meses) aunque modesto, asi como una reduccion en la tasa anualizada de brotes en
pacientes tratados comparado con placebo (con una diferencia del 31%, p=0.002) No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el tiempo hasta el siguiente brote en
ambos brazos. Si se demostré una reduccion en el nimero de pacientes con captaciones de
Gadolinio, una reduccién en el numero y volumen de lesiones que captaban asi como también una
reduccion tanto en el nimero como en el tamafio de lesiones en T2 comparado con placebo

(23,68).
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El tercer farmaco aprobado fue el Rebif® tras publicarse los resultados de su ensayo clinico clave
(24) en el que se incluyeron 560 pacientes con EMRR que hubieran presentado dos o mas brotes en
los dos afos previos y con un EDSS basal inferior a 5,0. El estudio contd con un brazo placebo y con
dos dosis de tratamiento, 6 o 12 MIU (22 o 44 mcg), alcanzandose el objetivo primario que fue la
reduccion en la tasa de brotes en ambas dosis (reduccion del 33% en la dosis de 12 MIU comparado
con placebo). También se demostré un mayor porcentaje de pacientes libres de brotes en los
grupos tratados durante los dos afios del estudio, una reduccion en la severidad de los brotes y un
incremento en el tiempo hasta progresion de la discapacidad. En cuanto a los resultados de IRM, se
observé una reduccién en el nimero de lesiones activas (con captacidon de Gadolinio) por paciente
en los grupos tratados comparado con placebo. Posteriormente se llevé a cabo una extension en
abierto en la que los pacientes del grupo placebo se aleatorizaron a los dos brazos de tratamiento
(70) mostrando un mayor beneficio aunque marginal de la dosis alta en cuanto a la tasa de brotes y
también, aunque en este caso de mayor magnitud, en los efectos en la IRM. Fue en esta segunda
evaluacion en la que se publicé por primera vez que la presencia de anticuerpos neutralizantes

frente al Interferdn-f reducia el beneficio clinico en lo que a la tasa de brotes se referia.

Recientemente se han publicado los resultados del estudio ADVANCE que ha permitido la
aprobacién del uso del interferdon pegilado para la EMRR (36). Se trata de un estudio en fase lll en el
que se evalud la administraciéon de interferén-B-la pegilado a dosis de 125mcg/15 dias vy
125mcg/4semanas frente a placebo. Se observé una disminucion tanto en la tasa de brotes como
en el riesgo de progresidn de la discapacidad y en el nUmero de lesiones en IRM a las 48 semanas en
los brazos tratados comparado con placebo. La administracidon quincenal mostré mayor efecto en lo
que a la reduccién de la tasa anualizada de brotes y a las medidas de IRM se refiere (aunque no se
realizd una comparacién directa), lo que motivé la final aprobacion de esta dosificacidn.
Posteriormente se publicaron los resultados a dos afios, tras los que se mantenia el efecto con

similar perfil de seguridad que tras un afio de tratamiento (71).

2.5 Causas de pérdida de eficacia del Interferon-p

Desde su introduccidon en los 90 el IFN-B ha sido uno de los tratamientos mas ampliamente
utilizados para la EM, pero desafortunadamente no todos los pacientes responden de forma

adecuada. Segun los diferentes estudios y segun el criterio utilizado para definir la respuesta, se
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considera que alrededor de un 40% de los pacientes no responden al tratamiento (72). Se discuten
varios mecanismos para explicar la falta de eficacia al IFN-B. En primer lugar, nos encontramos con
que la falta de respuesta puede ser consecuencia de un fallo directo del farmaco para ejercer su
funcidén. Esto suele ser debido a caracteristicas genéticas basales o respuestas farmacodinamicas
propias del paciente que dan lugar a diferencias interindividuales en la respuesta al interferén. Los
estudios dirigidos a evaluar esto se han centrado principalmente en lo que se ha llamado IFN
signature, que se corresponde con el perfil de genes que conforman la via de respuesta a la
induccion del interferén tipo I. Mas adelante entraremos en detalle en esta via de respuesta

metabdlica (73,74).

La falta de respuesta al interferén puede producirse también tras un periodo de respuesta dptima,
considerandose entonces sus mecanismos como adquiridos. Entre éstos destacan los
inmunogénicos, significativamente influidos por la dosis, la via o la frecuencia de administracion y
por la presencia de contaminantes. Nos encontramos asi con el desarrollo de anticuerpos frente al
interferon como paradigma de la pérdida de respuesta al interferén por estos motivos. (Fig.2) La
aparicion de receptores de baja afinidad o de receptores solubles serian otros mecanismos de

respuesta subdptima adquirida al interferén.
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Fig 2. La aparicidn de anticuerpos neutralizantes frente a IFN-B dificultaria su
union al receptor especifico

El receptor especifico del interferén estd formado por dos subunidades, IFNAR1 e IFNAR2. Cuando
el Interferén se une al receptor, lo hace inicialmente con la subunidad IFNAR2 reclutando

posteriormente la otra subunidad que proporciona estabilidad a la unidn, dando finalmente lugar a
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la cascada de respuesta. Existen tres isoformas diferentes de la subunidad IFNAR2 que se
diferencian en su capacidad de sefializacién y en su extremo carboxiterminal. La forma completa,
conocida como IRNAR2.2, es la que se reconoce como funcional, presentando residuos en la parte
citoplasmatica. La forma IFNAR2.1 carece de los residuos citoplasmaticos y muestra dificultades
para transducir la respuesta pudiendo en ocasiones ser incapaz de transmitirla. La tercera isoforma,
IFNAR2.3 carece del dominio transmembrana ademas del citoplasmatico, conformando una
subunidad soluble. La unién del interferén a estas subunidades no funcionales, asi como la
variabilidad en la expresidn y concentracion de las mismas, podria ser responsable de la modulacidn

de las respuestas celulares al IFN tipo | (54). (Fig 3)
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Fig 3. Diferentes isoformas de la subunidad IFNAR 2.

3. Anticuerpos frente al IFN-f3

3.1 Definicion y tipos

Dada la naturaleza proteica del interferdn, se ha descrito ampliamente el desarrollo de anticuerpos

frente al mismo, con un impacto variable sobre la eficacia del tratamiento.

En general se describen dos tipos de anticuerpos, ambos IgG: los que se unen a la molécula,
conocidos como Binding antibodies (BAbs) y un subtipo de estos que si interfieren con su funcion,

conocidos como anticuerpos neutralizantes, Neutralizing antibodies (NAbs).

27



Expresién del gen de la proteina MxA como biomarcador de respuesta al interferén beta en pacientes con Esclerosis Mdltiple

3.2 BAbs

Los BAbs se desarrollan en un elevado porcentaje de pacientes al iniciar el tratamiento con IFN-B,
sin que en muchas ocasiones se evidencien modificaciones en su efecto bioldgico. Esto se debe a
gue se unen a epitopos que no se implican en la unién del interferén a su receptor. Segln los
estudios, se observa una frecuencia de BAbs de hasta un 80% a los 6 meses de iniciarse el
tratamiento, aunque en la mayoria de los casos desaparecen con el tiempo. Alrededor de un 50%

de estos pacientes también desarrollaran NAbs durante el tratamiento con IFN-$ (75,76).

Se han descrito diversos métodos para estudiar la presencia de BAbs, siendo la realizacién de un
ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) el mas habitual. En la actualidad, la
determinacidon de los BAbs se realiza con el objetivo de hacer un screening de la presencia de
anticuerpos frente al Interferdn. En caso de resultar positivo, se procederia a investigar la presencia

de NAbs (77).

3.3 NAbs

Se diferencian de los BAbs porque bloquean la interaccidn del Interferdn con su receptor, ya sea por
su afinidad sobre la zona especifica de unidn al receptor o porque inducen cambios

conformacionales en la molécula que dan lugar a su inactivacién (78).

La frecuencia de NAbs es muy variable y oscila entre un 2 y un 42% en funcién de la preparacién y
de los diferentes estudios (54,79). Generalmente se detectan a partir de los 6-12 meses del inicio
del tratamiento y pueden persistir por un tiempo variable. Después de 24 meses de tratamiento,
solo un escaso numero de pacientes desarrolla NAbs de novo. Por otra parte, su efecto sobre la
eficacia del IFN-B generalmente no se detecta hasta pasados 12-18 meses del inicio del tratamiento,
lo que explica que su impacto clinico no se detectara en los ensayos clinicos pivote, siendo

necesarios estudios mas prolongados para poder percibir su efecto en la clinica. (54,77,78,80-82)

Se han descrito diferencias en la frecuencia de NAbs en funcidn de la preparacién utilizada: la
menos inmunogénica es el IFN-B-1a administrado por via intramuscular. Sélo un 5% (entre un 2 y un
6% en funcion del estudio) de los pacientes desarrollan NAbs, mientras que con el IFN-B-1a

subcutdneo alrededor de un 20% los desarrollan y con el IFN-B-1b subcutdneo se detectan en un
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40% de los pacientes (78,83). Existen diferentes causas que explicarian estas diferencias: en primer
lugar el tipo de Interferdn utilizado. La falta de glicosilacién del IFN-B-1b favorece la exposicion de
dominios hidréfobos de la molécula lo que provoca la formacién de agregados, facilitando el
desarrollo de anticuerpos. Las diferencias de inmunogenicidad entre las dos presentaciones de IFN-
B-1a pueden ser debidas a modificaciones posttranscripcionales, o a variaciones en las condiciones
de almacenamiento y de purificacidon. Por otra parte se ha postulado que la via de administracion
también puede influir en la inmunogenicidad, siendo probablemente la via subcutdnea mas
inmunogénica que la intramuscular. Sin embargo, en un estudio se evalud la administraciéon de
Avonex semanalmente y de Betaferon a dias alternos, ambos por via intramuscular y se observo
qgue los pacientes que recibieron Betaferon desarrollaron anticuerpos con mds frecuencia. La dosis
también se ha sugerido como factor influyente en la inmunogenicidad aunque los resultados de los
estudios tampoco son concluyentes y por ejemplo, en el caso de Rebif, no muestran diferencias en
el porcentaje de pacientes con NAbs y la dosis recibida. La frecuencia de administraciéon es otro
pardmetro que se ha considerado en el desarrollo de anticuerpos, proponiendo que a mayor
frecuencia de administracion, mayor frecuencia de NAbs. Los resultados de los estudios con Rebif
no fueron determinantes ya que los pacientes con una administracion semanal desarrollaban
anticuerpos con menor frecuencia que aquellos que se administraron el farmaco 3 veces/semana
pero esto sélo era asi en el caso de la dosis de 22mcg y no era reproducible en la dosis mas alta

(54,78,83-85).

Por otra parte, se ha descrito reacciones cruzadas entre los NAbs frente al IFN-B-1a y IFN-B-1b, por
lo que un cambio en el tipo de interferén utilizado no parece que vaya a beneficiar a los pacientes
qgue ya hayan desarrollado NAbs (78,84,86). En cuanto a la persistencia de los NAbs a lo largo del
tiempo, se ha detectado que con una elevada frecuencia los NAbs se negativizan a lo largo del
tratamiento, llegando hasta un 50% en funciéon del estudio. Esto es mas frecuente en pacientes con
titulos bajos, en aquellos tratados por via subcutdnea y en los tratados con IFN- B-1b. Incluso se ha
observado que pacientes con titulos positivos de forma repetida pueden llegar a negativizarse de

forma tardia, hasta después de 4 afios de tratamiento (78,82,87).
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3.4 Impacto de los NAbs en la EM

El papel de los NAbs en la practica clinica ha sido dificil de definir debido a varias razones, entre
ellas, la utilizacion de diferentes puntos de corte y métodos de cuantificacion que dificultan la
comparacién de los resultados, la repercusion clinico-radioldgica tardia o la duracién variable de los
estudios. Todo esto ha provocado discrepancias en los neurdlogos que han llevado a retrasar la

aceptacion de que el desarrollo de NAbs es un handicap en los pacientes tratados con IFN-(3 (88).

Diversos estudios han evaluado la repercusién tanto clinica como radioldgica de los NAbs. Ya en los
estudios para la aprobacion de las diferentes preparaciones se evalud la frecuencia de aparicion de
los NAbs. En el estudio de fase Ill del IFN- B-1b, los pacientes con NAbs tenian una tasa anualizada
de brotes significativamente mayor en el segundo y tercer afio comparado con los pacientes sin
NAbs (22). En el estudio del Rebif® (24) no se observaron diferencias en la tasa de brotes durante
los primeros dos afios mientras que en el estudio de extensién (70) se observd una clara
disminucién de la eficacia del farmaco en los pacientes que habian desarrollado NAbs. En el estudio
de Avonex® (89) no se encontrd correlacion entre brotes y NAbs aunque finalizé con tan solo dos
anos de seguimiento. De estos resultados se puede concluir que las consecuencias de los NAbs no
se observan hasta pasados por lo menos 18 meses de tratamiento con IFN-B. En el afio 2003, se
publicé un estudio observacional no aleatorizado en el que se realizd el seguimiento de mas de 500
pacientes tratados con IFN-B durante 5 afios. Detectaron un mayor porcentaje de pacientes libres
de brotes y un mayor tiempo hasta el siguiente brote en los pacientes sin NAbs comparado con
aquellos en los que si se detectaron NAbs. En cuanto a la discapacidad, no se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos (90). Estudios posteriores han investigado el impacto
de los NAbs en pacientes tratados con IFN-B, detectando una reduccién de la eficacia clinica en lo
gue a los brotes se refiere. Sin embargo, no se ha podido demostrar un efecto estadisticamente
significativo de los NAbs en la progresion de la discapacidad en la mayoria de estos estudios, debido
probablemente a un seguimiento corto (76,86,91-94). En cuanto a las medidas de IRM, tanto en los
estudios que permitieron la aprobacidon de los interferones como en otros posteriores, se ha
demostrado un efecto negativo de los NAbs sobre las medidas de IRM, tanto en la aparicién de

nuevas lesiones en T2 como en las captaciones de Gadolinio (70,75,95).
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3.5 Evaluacion de los NAbs

Se han utilizado diferentes técnicas para detectar y cuantificar los NAbs en pacientes con EM,
existiendo por ello elevada variabilidad en la definicién de lo que constituye una determinacion
positiva entre los diferentes laboratorios. La técnica recomendada por la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud) para determinar los NAbs es un ensayo funcional, la inhibicidn in vitro del
efecto citopatico (CPE) (96). Este se basa en la capacidad del IFN-B de inhibir la muerte celular tras
una infeccién viral. Se incuban células, generalmente de la linea celular del carcinoma pulmonar (A-
549) junto a un virus litico, siendo el de la encefalomiocarditis el mds recomendado, durante un
periodo de 12 a 24h. Posteriormente se afiade el suero del paciente diluido a diferentes
concentraciones seriadas junto a una cantidad conocida de IFN-B. Cuando en el suero existen
anticuerpos, el efecto protector del IFN-B frente al virus no se produce dando lugar a la muerte
celular. El efecto se estima cuantificando mediante densitometria dptica, tras afiadir un marcador
para células vivas. Para estandarizar la cuantificacion de los titulos de anticuerpos, se utiliza la
formula de Kawade (97), expresando la cantidad de anticuerpos como LU (unidades de laboratorio).
Este método calcularia la dilucién del suero que reduce la actividad del IFN del 10 a 1 U/ml, siendo
considerado un nivel de >20 LU/ml el punto de corte para ser definido como positivo. La utilizacién
de diferentes tipos de lineas celulares, virus y periodos de incubacién, puede alterar la actividad
anti-IFN de cada muestra de suero y por tanto dificulta la comparacion de los resultados entre los
diferentes laboratorios. Por otra parte, no hay consenso en el titulo a partir del cual los NAbs se
consideran biolégicamente significativos. Otro punto a tener en cuenta es que algunos laboratorios
consideran solo positivos aquellos pacientes con dos determinaciones positivas separadas por un
minimo de 3 meses mientras que para otros grupos con una sola determinacién seria suficiente
(80). Otra desventaja de este método seria su falta de especificidad, dado que otros componentes
presentes en el suero o en la preparacion pueden interferir o simular el efecto del IFN-B, tales como

IL-6 o IFN-y, pudiendo influir en el resultado del ensayo (88).

Otra aproximacion para determinar la bioactividad del IFN-B es el grado de induccidn in vivo de los
diferentes genes o de sus productos producido por el interferdn. Algunos de ellos han sido testados
con este objetivo, entre ellos la neopterina, OAS1, B2-microglobulina, IL-10, VCAM y MxA. De estos,
MxA es de gran interés puesto que se induce en células mononucleares periféricas tras la union del
IFN-B a su receptor especifico y se ha observado que esta induccién se ve afectada e incluso abolida

en pacientes que han desarrollado NAbs.
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4. Myxovirus resistance A (MxA)

4.1 Introduccion

MXA es una proteina citoplasmatica, con un peso molecular de 75 kiloDaltons aproximado,
codificada por el gen Mx1 localizado en el cromosoma 21g22.3 (98). Tiene una actividad GTPasa
intrinseca y se cree que esta involucrada en el trafico de vesiculas intracelulares y en la homeostasis
de las organelas. Es capaz de inhibir un amplio espectro de virus, principalmente del tipo RNA
negativo monocatenario como el de la gripe o el del sarampidn, aunque también algunos positivos.
El mecanismo por el que es capaz de inhibir estos virus no estad del todo definido. Sin embargo, es
bien conocido que MXA es altamente especifica de IFN- puesto que se ve regulada al alza por los
Interferones de tipo | a través de su union con IFNAR (54,63). Es por esto que su determinacion
resulta de utilidad para evaluar la biodisponibilidad del IFN-B, siendo capaz de discernir entre

respondedor y no respondedor desde el punto de vista bioldgico.

4.2 Evaluacion de MxA

Se han descrito diversos métodos para evaluar la induccién de MXA, tanto desde el punto de vista

del mRNA (RNA mensajero) como a nivel de proteina.

La cuantificacidn de la proteina MxA en general se caracteriza por ser mas econdmica y mas sencilla
de llevar a cabo pero por el contrario tiene una menor sensibilidad. Asi mismo, la ausencia de
preparaciones comerciales de anticuerpos frente a MxA limita su uso generalizado (99) Entre las
técnicas utilizadas, una de las primeras en llevarse a cabo fue la realizacién de un ELISA con
anticuerpos monoclonales frente a MXA. Los ensayos de induccion de MXA evaltdan el efecto de
inhibicién in vitro que tendria el suero del paciente en la expresién de la proteina MxA producida
por el IFN-B. Para ello, se cultivan células en presencia del suero del paciente y de IFN-B, lisando
posteriormente las células puesto que MXA es una proteina citoplasmatica (100,101) para
cuantificarla mediante el ELISA. De manera similar se ha utilizado el enzimainmunoensayo (EIA)
(102), la quimioluminescencia y la citometria de flujo (99) para cuantificar la proteina MxA. Debido
a que la vida media de las proteinas es mayor que la del mRNA y a que también se ve influenciada

por cambios posttranscripcionales, su concentracién puede reflejar diferentes eventos ocurridos
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durante las semanas anteriores a la extraccion de sangre. Por ello, la determinacion del mRNA

refleja mas el resultado de la unién del IFN a su receptor y por tanto su biodisponibilidad.

La cuantificacion del mRNA de la proteina MxA puede realizarse por dos métodos: la PCR (reaccidn
en cadena de la polimerasa) cuantitativa-competitiva (qc-PCR) que fue inicialmente descrita en el
afio 2001 (103) y la PCR a tiempo real (RT-PCR). La primera consiste en la extraccién del RNA de
células mononuclerares periféricas, proseguida de la sintesis de DNA complementario (cDNA), la
realizacion de una PCR y posteriormente la visualizacién del producto a través de una electroforesis
en gel de agarosa. La cuantificacion se realiza por densitometria en relacion a un gen de referencia
o constitutivo (housekeeping gene). El segundo método es similar pero la cuantificacion se realiza a
través de la medida del incremento de la fluorescencia de la muestra mediante el uso de un
termociclador. Los resultados se expresan de forma relativa respecto a un gen constitutivo, lo que
evita diferencias debidas a la degradacién del RNA o a variabilidad en la eficiencia de la

retrotranscripcion.

Los ensayos para determinar el mMRNA MxA son mas rdpidos, sencillos y mas especificos del efecto
del IFN-B que la determinacién de la proteina MxA: la determinacion del mRNA MxA, gracias a su
vida media mas corta, refleja de una forma mas directa la induccidon mas reciente producida por el
IFN-B. Asi mismo, evalua la respuesta bilégica in vivo de un paciente concreto al IFN-B. Como
inconvenientes se encuentra la variabilidad de la respuesta. Esta puede verse influida por
infecciones virales concomitantes, asi como por el tiempo transcurrido entre la administracidon y la
extraccidn: la maxima expresion de mRNA se detecta a las 12 horas de la inyeccion (104-106),
produciéndose a partir de ese momento un descenso progresivo de los niveles de mRNA y un
ascenso en los niveles de la proteina MxA, lo que obliga a la extraccion de la muestra de sangre
periférica alrededor de 12 horas tras la ultima administracién del fdrmaco. En cuanto a las técnicas
para evaluar el mMRNA MxA, la realizacién de RT-PCR facilita la cuantificacién de los resultados y
ofrece una mayor especificidad (104,107,108). La utilizacién de la RT-PCR para cuantificar el mRNA
MxA parece resultar de forma global la opcién con mayor sensibilidad y adicionalmente ofrece

también elevada especificidad comparada con el resto de opciones (109,110).
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4.3 IFN Signature

La unién del IFN-B a su receptor especifico IFNAR da lugar a una cascada de reacciones
intracelulares que culminan en el aumento o disminucidn en la expresidon de determinados genes.
Como IFN signature se ha venido a denominar el perfil de genes que conforman la via de respuesta
a la induccidn del interferén tipo I. El gen de la proteina MxA se encuentra entre los que conforman

esta via de respuesta, siendo uno de los regulados al alza tras la administracién de IFN-p.

Diversos estudios sugieren que la expresidon basal de estos genes es inferior en los pacientes
diagnosticados de EM respecto a la poblacidn general (63,66,111). Asi mismo, se ha detectado que
la expresidn es aun inferior en los pacientes que se encuentran en situacién de reagudizacion de su
enfermedad comparado con aquellos que se encuentran en situacion estable (66,111) Esto sugiere
un defecto en la via de sefializacion del IFN en los pacientes con EM. Tras administrar el tratamiento
con IFN-B, la expresion de los genes que constituyen la IFN signature se ve regulada al alza hasta
niveles que se aproximan a los de controles sanos, aunque sin llegar a ellos, probablemente en
relacion con una resistencia subyacente a los interferones del tipo | (66,112). Estos pacientes con
una expresion reducida de la IFN signature que son capaces de corregir la expresién de los genes
tras la administracion de IFN-B, son en general buenos respondedores al tratamiento, presentando
una disminucién en la tasa de brotes (73,74). Sin embargo, otros estudios sugieren que los genes
gue constituyen la IFN signature se encuentran sobreexpresados en algunos pacientes con EM
(113). Probablemente se trate de un subgrupo de pacientes, alrededor de un 25%, que presenta
una elevada IFN signature basal, en los que se detecta ademas una mayor actividad de la
enfermedad y una peor respuesta al tratamiento (114). Es posible que, en estos pacientes, la
administracién del IFN-B sea incapaz de inducir la via de sefializacién del Interferdn tipo | que ya se
encuentra constitutivamente sobreexpresada, dando lugar a un fallo en la respuesta al tratamiento
(74,115). Asi, nos encontrariamos con dos fenotipos diferenciados: el de los respondedores y el de
los no respondedores a IFN-B. Los respondedores tendrian una expresion basal deficitaria de los
genes que constituyen la IFN signature, aunque serian inducibles tras la administracion del IFN-B
exdgeno. Por otra parte, los no respondedores constituirian un fenotipo con una enfermedad de
curso mas severo y con incapacidad para inducir la expresién de los genes de la IFN signature tras la
administracién del IFN-B. Estas diferencias interindividuales serian el resultado de variaciones
genéticas en la biologia del IFN-B tal como una expresién variable de genes reguladores del

interferén u otros mecanismos como una diferente actividad de factores inhibidores de la
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transcripcidon. En contraposicion a esto, otros estudios proponen que los pacientes con una
sobreexpresiéon de la via del interferén tipo | tardarian mayor tiempo hasta el siguiente brote y
presentarian una menor actividad radioldgica, sugiriendo que una actividad elevada de la IFN
signature podria ser beneficiosa en pacientes no tratados (111,116). No se detectaron diferencias
en el subgrupo de pacientes que iniciaron tratamiento que, por otra parte, supuso un porcentaje
bajo de los incluidos en el estudio. (111). Los diferentes y, de alguna manera antagonicos,
resultados evidencian la necesidad de nuevos estudios que ayuden a determinar la utilidad de los

genes de la IFN signature para predecir la respuesta al tratamiento con IFN-.

La IFN signature también se ha estudiado en otras enfermedades autoinmunes. En el Lupus
eritematoso sistémico se ha observado una actividad significativamente incrementada de los genes
que forman la via del interferdn tipo | (114,117,118), llegdndose en algunos estudios a correlacionar
con la actividad de la enfermedad y con la presencia de autoanticuerpos (119). También se ha
observado este incremento en otras enfermedades como en el Sindrome de Sjégren y en la
Neuromielitis éptica de Devic (NMO). En el caso de la NMO, diversos estudios muestran la ausencia
de respuesta al IFN-B de estos pacientes e incluso su efecto perjudicial, provocando en algunas

ocasiones brotes severos de la enfermedad (120-122)

4.4 Utilidad clinica de la expresion de la MxA

El tratamiento con IFN-B modula la expresién de un conjunto de genes con potenciales efectos
inmunoreguladores. De estos genes, el de la proteina MxA ha resultado ser unos de los candidatos
mas especificos de la unidn del IFN-B a su receptor. Debido a esto, se ha estudiado a lo largo de las
Ultimas décadas desde diferentes puntos de vista aunque hasta el momento aln no se ha
establecido su aplicacién en la practica clinica diaria. Se ha sugerido que su expresién antes de
iniciar el tratamiento con IFN-B, como parte de la IFN signature, podria ayudar a predecir qué
pacientes van a responder mejor al tratamiento (74,115,123) aunque se precisan estudios que

confirmen su utilidad para poder ser aplicado en la practica clinica diaria.

La evaluacion de la expresion de MxA se ha orientado principalmente al estudio de la
biodisponibilidad del IFN-B: dado que se trata de uno de los genes cuya expresién traduce de forma
mas especifica la unién del IFN a su receptor (54), una expresion disminuida traduciria la ausencia

de unidn a su receptor. Asi, se ha correlacionado la falta de expresion de MxA (ya sea de la proteina
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o del mRNA) con la presencia de NAbs en multiples estudios (99,107,109,110,127-131), la mayoria
de ellos realizados a los 12 meses de iniciar el tratamiento por ser el momento en el que con mayor
frecuencia se detectan los NAbs (132). Tanto los NAbs como la expresion de MxA se asocian a una
mala respuesta al tratamiento con IFN-B (76,90-92,133). Algunos incluso sugieren un mayor poder
predictivo del mMRNA MxA que de los NAbs (92). Esto probablemente se debe a que la ausencia de
induccion del mRNA de MxA en pacientes tratados con IFN-B traduce, no solo la presencia de NAbs,
sino también la de otros factores que pueden relacionarse con una disminucién de la eficacia del
tratamiento como podrian ser la presencia de receptores solubles, receptores de baja afinidad o
incluso una baja adherencia al tratamiento. Asi pues la expresion de MxA se ha estudiado desde
diferentes perspectivas y con diferentes objetivos, aunque sin haberse podido establecer hasta el

momento un protocolo dptimo de monitorizacién en la practica diaria.
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La expresion del gen de la proteina MxA se ha propuesto como biomarcador de respuesta al
tratamiento con IFN-B desde dos enfoques: como indicador del estado de la via de sefializacién del

interferdn tipo | y como indicador de biodisponibilidad del IFN-B una vez instaurado el tratamiento.

Para el primero, se ha sugerido la presencia de un defecto de la via de sefalizacidn del IFN-B en
pacientes con EM que daria lugar a una expresién basal reducida de algunos genes. Los pacientes
con una menor expresion basal tendrian una mayor capacidad potencial de induccidn y por tanto, el

tratamiento con IFN-B podria corregir el déficit de sefializacién de esta via.

En el caso del segundo, la deteccidn a los 12 meses de tratamiento de una reduccion de la expresion
de MxA se relacionaria con la ausencia de unidn del IFN-B a su receptor. Esto supondria una
reduccion en la biodisponibilidad y por tanto una baja actividad bioldgica que se traduciria en una

ausencia de respuesta al tratamiento.
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1. Evaluar la expresion basal de mRNA MxA en sangre periférica de pacientes diagnosticados de
EMRR antes de iniciar tratamiento y determinar si su cuantificacion tiene valor prondstico para

predecir la respuesta al tratamiento con IFN-B.

2. Determinar si la presencia de induccion del mRNA MxA a los 3 meses de iniciar el tratamiento se
correlaciona con la respuesta clinica al tratamiento con IFN-B de forma independiente de las otras

variables clinicas, radioldgicas o de laboratorio basales.

3. Evaluar si la actividad bioldgica del IFN-B medida como la expresién de mRNA MxA a los 12 meses

de tratamiento se relaciona con la respuesta al tratamiento.
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Para responder a los objetivos planteados en este proyecto, se disefié un estudio abierto,
prospectivo, observacional y no aleatorizado que se llevd a cabo en de la Unidad de Esclerosis

Muiltiple del Hospital Universitari de Bellvitge.

Se seleccionaron pacientes diagnosticados de EMRR segun criterios de McDonald revisados de 2005
(134), que no hubieran recibido tratamiento inmunomodulador previo y que cumplieran los
criterios exigidos por el Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya para poder iniciar
tratamiento (Annex IV de la Circular 1/2002, actualitzada com a Instruccié 1/2007). Segun éstos, el
tratamiento estaba indicado cuando los pacientes habian presentado un minimo de dos brotes en
los ultimos 3 afos o cuando se trataba de un primer brote con aparicién de nuevas lesiones en una
IRM de control realizada entre 3 meses y un aio después del episodio. El periodo de seleccién de

pacientes se extendié desde Febrero de 2008 hasta Marzo de 2011.

El seguimiento se realizé segln practica clinica habitual, es decir, se realizaron evaluaciones clinicas
y de la escala EDSS (Expanded Disability Status Scale) (135) al iniciar el tratamiento y
posteriormente de forma semestral y ante la sospecha de brote. Los datos clinicos, radioldgicos y
demogriéficos se introdujeron de forma prospectiva en la base de datos EDMUS (European
Database for Multiple Sclerosis) (136) también siguiendo la practica clinica habitual. El seguimiento
clinico finalizé en diciembre de 2012. Durante el periodo de estudio no se permitieron cambios de
tratamiento por lo que si el paciente abandonaba o cambiaba el tratamiento inicial, su seguimiento

era censurado a partir de ese momento.

Se definié como brote el desarrollo de nuevos sintomas o empeoramiento de sintomas previos
acompanados de disfuncidon neurolégica persistente durante por lo menos 24h en ausencia de
fiebre y precedidos de un periodo de estabilidad o mejoria de por lo menos 30 dias (7). La
progresion en la escala de EDSS se definié como el incremento de 1 o de 0.5 puntos confirmado por

lo menos a los 6 meses para poder considerarse como irreversible (137).

Se obtuvieron muestras de sangre previo inicio del tratamiento, a los tres meses y al afo de
seguimiento. Las muestras se obtuvieron en ausencia de signos de infeccién o de tratamiento
corticoide para brote. Para cada extraccion se obtuvo una muestra de sangre en un tubo de 10ml
anticoagulado con EDTA (acido etilendiaminotetraacético). Para las muestras obtenidas una vez
iniciado el tratamiento, se monitorizé el tiempo transcurrido entre la administracidon del farmaco y

el momento de la extraccidn, con el objetivo de que este periodo se aproximara lo maximo posible
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a las 12 horas. Se obtuvieron asi mismo muestras de sangre de un pool de controles sanos para la
puesta en marcha de la técnica, para su utilizacion como calibrador y para permitir la normalizacién
de los resultados. El trabajo de laboratorio consistié en la extraccidon del RNA, la sintesis del cDNA
(retrotranscripcion del RNA a cDNA) y posteriormente la PCR cuantitativa a tiempo real. El

protocolo utilizado se describe de forma detallada en el primer trabajo.

Los datos clinicos, demograficos, radiolégicos y de laboratorio obtenidos fueron introducidos en
una base de datos y se analizaron utilizando el paquete estadistico Statistical Package for the Social
Sciences, 20.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Un valor de P inferior a 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo para las comparaciones. Los métodos estadisticos concretos se

describen de forma independiente en cada trabajo.
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Abstract

Background: Myxovirus resistance protein A (MxA) is a molecule induced after interferon-beta injection, mostly used to
evaluate its bioactivity. There is little available data on clinical utility of baseline MxA mRNA status. The objective of the
study is to investigate whether baseline MxA mRNA expression can predict relapse and disease progression in multiple
sclerosis patients treated with interferon-beta.

Methods: Baseline blood samples were obtained before the first interferon-beta dose was administered to evaluate MxA
mRNA expression using real-time polymerase chain reaction (PCR). Demographic and clinical variables were prospectively
recorded to define treatment responder and non responder groups.

Results: 104 patients were included in the study. Baseline MxA mRNA expression was significantly lower in the group of
patients who met the definition of responders (1.07 vs 1.95, Student t test, p<<0.0001). A threshold of 1.096 was established
using Receiver Operating Characteristic analysis to differentiate between responders and non-responders (sensitivity 73.9%,
specificity 69.0%). Survival analysis using this threshold showed that time to next relapse (p<<0.0001) and to EDSS
progression (p=0.01) were significantly higher in patients with lower MxA titers.

Conclusion: The results suggest that baseline MxA mRNA levels may be useful for predicting whether multiple sclerosis
patients will respond or not to interferon-beta treatment.
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Introduction treatment, and this fact could only be recognized after months or

. X . . . L years of therapy. It would be of value being able to determine
Multiple sclerosis (MS) is an immune-mediated demyelinating

disease of the central nervous system that mainly affects middle-
aged adults and is a common cause of disability. Several therapies
are available for the treatment of MS. Interferon beta (IFN-B) was
the first approved and is one of the most common immunomod-
ulatory therapies used for this condition. Results from clinical trials
have shown a reduction in the MS relapse rate of about 30% with

whether a patient will respond to each type of treatment so that
the most appropriate therapy can be given before the disease
relapses or progresses.

Myxovirus resistance protein A (MxA) is a molecule induced
after injection of IFN-PB, and its quantification could be considered
a biomarker of IFN-3 bioactivity [7]. There is litte available data
on MxA mRNA baseline status or its potential usefulness for

this agent [1-6]. Unfortunately, not all patients respond properly
to MS therapies. A percentage of patients do not respond to
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indicating IFN- weatment response. The objective of this study is
to investigate whether MxA mRNA baseline expression has a role
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in predicting the occurrence of relapses or disease progression in
MS patients treated with TFN-f.

Methods
Study Design

A prospective, observational, open-label, non-randomized study
was performed in the Multiple Sclerosis Unit of Hospital
Universitari de Bellvitge. Our MS clinic is the reference center
for demyelinating diseases in the health district of Geréncia
Territorial Barcelona Metropolitana Sud in Catalonia, a region in
the northeast of Spain.

Ethics Statement

The study was approved by the Ethics Committee of Hospital
Universitari  de Bellvitge, and written informed consent to
participate was obtained from each patient and control.

Patients

Patient enrollment began in February 2008 and was completed
in March 2011. Patients meeting the following inclusion criteria
were prospectively selected: treatment-naive, relapsing-remitting
MS patients fulfilling the 2005 revised McDonald criteria [8] and
achieving criteria to start IFN-f treatment. After selection, patients
initiated treatment with one of three IFN- produets: IFN-p la
30 ug by intramuscular administration once weekly (Avonex),
IFN-B la 44 pg subcutancously three times weekly (Rebif44), or
IFN-B 1b 8 million IU subcutaneously every other day (Betaferon/
Extavia). Patients were not randomized to treatment. Therapy for
cach case was selected according to guidelines for MS and the
standard medical practice in our center. Prospective follow-up was
completed in May 2012. Treatment changes were not allowed
during the study. For the development of survival curves, follow-
up was finished when a relapse or increase in the EDSS score
occurred. Patients that finished the follow-up before any of these
events occurred or stopped the treatment, were censored for that
analysis.

A cohort of non-MS controls was selected to perform gene
standard curves (MxA and GAPDH) and to normalize MS patient
samples.

Clinical assessment including the Expanded Disability Status
Scale (EDSS) [9] was performed every 6 months following the start
of treatment and at the time of relapse. Clinical, demographic and
radiological data were recorded prospectively using the European
Database for Muldple Sclerosis (EDMUS) [10]. Relapses were
established based on the development of a new symptom or
worsening of an old symptom attributable to MS, accompanied by
consistent neurological dysfunction lasting at least 24 hours in the
absence of fever and preceded by stability or improvement for at
least 30 days [11]. EDSS progression was defined as an increase of
at least 1 point on the EDSS score. The EDSS score had to be
confirmed at least 6 months later to be defined as irreversible [12].

Treatment responders (R) and non-responders (NR) were
defined as follows: Responders were patients presenting no
relapses or EDSS progression during follow-up. Non-responders
were those presenting relapses and/or EDSS progression. Two
groups were defined in the non-responders group: Relapse-NR
were patients presenting relapses but no increase on the EDSS
score and EDSS-NR comprised of patients presenting EDSS
progression or relapses and additionally EDSS progression at
follow-up.
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Samples

Blood samples were obtained before the first IFN-B dose and
after 12 months of treatment, in the absence of signs of infection or
corticosteroid treatment for relapse. Ten milliliters of peripheral
blood from MS patients and controls was collected in an EDTA
tube. Mononuclear cells were separated on a Ficoll-Hypaque
density gradient. RNA extraction was performed with Ultraspec-1I
RNA isolation system (Biotecx Laboratories, Texas, USA)
following the manufacturer’s nstructions.

Complementary DNA was prepared by reverse transcription
using M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technolo-
gies, Carlsbad, USA) according to the manufacturer’s recommen-
dations. Real-ime PCR was performed on a Light Cycler 480
system (Roche, Mannheim, Germany) using the Lightcycler 480
sybr green master kit (Roche, Mannheim, Germany). Results were
normalized to the expression level of the glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) housekeeping gene to avoid
differences due to possible RNA degradation or variable reverse
transcription efficiency. Primers for MxA and GAPDH were
designed following the description provided by other authors [13].
Standard curves were performed for each primer using control
samples diluted to different concentrations. A sample from these
curves was used as a standard and run in each experiment. Results
obtained were normalized to a calibrator. A pool of healthy
control samples was used as a calibrator and run during each PCR
assay. MxA and GAPDH PCR quantities were determined using
these standard curves and were normalized to GAPDH and to a
calibrator. Results were expressed as MxA mRNA expression
levels relative to GAPDH expression levels.

Statistical analysis

Differences in baseline clinical characteristics were analyzed
using the Student ¢ test, chi-square test, or Mann-Whitney U test,
as appropriate. Baseline MxA mRNA expression in the R and NR
groups was compared using the Student ¢ test. The optimal cut off
value for MxA expression was determined using receiver operating
characteristics (ROC) analysis. Kaplan Meier survival curves were
carried out to study time to the next relapse and to progression of
disability. Results obtained from baseline samples were used to
establish the cut-off to determine the presence of MxA mRNA
induction at month 12. The threshold was defined as mean + 3SD.
[14-16] Kaplan Meier survival curves were performed to study
differences in time to the next relapse and in time to progression of
disability between MxA induced and non induced patients.

All statistical analyses were performed with the Statistical
Package for the Social Sciences, 20.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).
A P value of <0.05 was considered statistically significant for the
COMmMparisons.

Results

Patients

A total of 104 relapsing-remitting MS patients were included in
the study. The inclusion period was completed in March 2011 and
follow-up in May 2012, The patients’ baseline clinical and
radiological characteristics are shown in Table 1. No statistical
differences regarding these characteristics were found.

Responders and non-responders

At the end of follow-up, 58 (55.8%) patients met the definition
of responders and 46 (44.2%) patients were classified as non-
responders. The 46 patients in the NR group were Relapse-NR
and 16 (15.3%) EDSS-NR. None of the patients developed a
secondary progressive MS during the study, thus the 16 patients in
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the EDSS-NR group with confirmed EDSS progression also had
relapses.

Baseline MxA expression

The mean baseline MxA mRNA expression level was signifi-
cantly higher in the NR group (1.95, SD 1.32) than in the R group
(1.07, SD 0.86) (Student f test, p<<0.0001). ROC analysis was
performed to establish a cut-off value for MxA mRNA expression
that could differentiate between R and NR. A cut-off of 1.096
yielded the best sensitivity (73.9%) and specificity (69.0%) values
(area under the curve =0.732). The positive predictive value was
76.9% and the negative predictve value, 65.4%.

Patients were then classified as high-MxA  or low-MxA
according to whether MxA mRNA levels were above or below
1.096. The baseline characteristics of the high-MxA and low-MxA
groups were analyzed, and no statistical differences were found.
(Table 1) Mean relapse rate during the study was 1.23 (SD 1.28) in
the high-MxA group and 0.46 (SD 0.99) in the low-MxA group,
(Student ¢ test, p=0.001). There were no differences in the
duration of study follow-up between the two groups (years, median
1.98, IQR 1.52-2.58 vs 1.74, IQR 1.04-2.90, respectively) (Mann-
Whitney U test, p=0.554).

Fourteen patients abandoned or changed treatment before a
relapse or EDSS progression occurred: 9 interrupted treatment for
pregnancy intention, 3 switched treatment because of adverse
events (2 intense flu-like symptoms, 1 persistent lymphopenia), 1
had problems with the jector handling, and 1 abandoned
therapeutic intervention. Median follow-up in the study for these
patients was 1,29 years (IQR 0.78-1.91). There were no
differences between the groups regarding the number of patients
who did not complete follow-up (6 high-MxA and 8 low-MxA, chi-
square test p=10.33).

Survival analysis

Survival analysis for relapses (Fig. 1) and EDSS progression
(Fig. 2) was performed using the 1.096 threshold. In the low MxA
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Table 1. Clinical and demographic baseline characteristics.

High-MxA (MXA >1.069) Low-MxA (MXA <1.069) p TOTAL
Patients 52 52 - 104
Sex, n(%) female 39 (75.0%) 36 (69.2%) 0.51° 75 (72.1%)
Age at onset, years, mean (SD) 32.31 (8.26) 33.77 (8.41) 037" 33.04 (8.33)
Relapses pretreatment, mean (SD) 237 (1.44) 2.50 (1.61) 0.65° 243 (152)
Duration MS pretreatment, years, median (IQR) 153 (0.82-3.19) 1.40 (0.75-3.52) 0.59° 1.53 (0.78-3.19)
Initial EDSS score, median (IQR) 1.5 (1.0-2.0) 1.5 (1.0-2.0) 0.99° 1.5 (1.0-2.0)
Duration of follow-up, years, median (IQR) 198 (1.52-2.58) 1.74 (1.04-2.90) 0.55° 1.94 (1.09-2.64)
Baseline MRI
-Gadolinium enhancement 16/42 (38.1%) 17/42 (40.5%) 0. 82% 33/84 (39.3%)
-Infratentorial lesions 37/49 (75.5%) 35/49 (71.4%) 0.65° 72/98 (73.4%)
Interferon, n (%)
-Rebif44 26 (50.0%) 27 (51.9%) 53 (51.0%)
-Betaferon/Extavia 22 (42.3%) 20 (47.6%) 0.89° 42 (40.4%)
-Avonex 4 (7.7%) 5 (9.6%) 9 (8.9%)
2Chi-square test.
bStudent t-test.
“Mann-Whitney U test.
Abbreviations: EDSS: Expanded Disability Scale; IQR: interquartile range; SD: standard deviation.
doi:10.1371/journal.pone.0112758.t001

group, the time to the next relapse and to increase one point on
the EDSS scale confirmed at 6 months was significantly longer
compared with the high MxA group (25% of patients experienced
the next relapse (percentile 75) in 2.14 years in the low-MxA group
vs 0.40 years in the high-MxA group, log-rank p<<0.0001)(25% of
patients experienced EDSS progression (percentile 75) in unde-
fined time in low-MxA group vs 2.09 years in the high-MxA
group, log-rank p=0.01).

Survival curve for the time to the next relapse using the
threshold of 1.096
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L ‘-tl —r1 MXA<1.098
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Figure 1. Survival curve for the time to the next relapse using
the 1.096 threshold. Patients belonging to the low-MxA group
(MxA <1.096) showed a significantly longer time to the next
relapse (p<<0.0001).

doi:10.1371/journal.pone.0112758.g001
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Survival curve for the time to EDSS progression using
the threshold of 1.096
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Figure 2. Survival curve for the time to EDSS progression using
the 1.096 threshold. Patients belonging to the low-MxA group
(MxA <21.096) showed a significantly longer time to increase by one
point on the EDSS scale (p=0.01). doi:10.1371/journal.pone.0112758.
goo2

MxA induction

Evaluation of MxA mRNA expression after 12 months of
treatment was performed in 96 patients, Eighteen patients showed
absence of MxA induction (defined as levels below baseline MxA
mRNA mean (1.46)+35SD (1.17) [14-16]) and in the remaining 78
patients MxA induction was demonstrated. No statistical differ-
ences were detected between high-MxA and low-MxA groups at
baseline in the proportion of patients with or without MxA
induction after one year of treatment (8 patients without MxA
induction (16.7%) and 40 with MxA induction (83.3%) after one
year of treatment in the high-MxA group at baseline vs 10 patients
without induction (20.8%) and 38 with induction (79.2%) in the
low-MxA group at baseline, Chi square test p=0.60).

Survival analyses were performed to study differences in time to
the next relapse and to progression of disability between MxA
induced and non-induced patients at month 12. No statistical
differences were found between both groups (median time to next
relapse, MxA induced 2.93 years vs MxA non-induced 2.32 years,
log rank p=0.72; median time to EDSS progression, MxA
induced undefined time vs MxA non-induced undefined time, log
rank p=0.21).

Discussion

Approximately 30% to 50% of MS patients do not respond to
IFN-B treatment [12,17]. Two main types of mechanisms in the
failure to respond to IFN-f treatment have been described [18].
The first one is in part a consequence of differing baseline
characteristics, leading to interindividual differences in the
response to this drug. The baseline characteristics of IFN-induced
gene expression that conform to the so-called IFN signature [18-
20], are factors that could explain these differences. High
endogenous expression of these genes has been demonstrated in
a subgroup of patients, referred to as [FN-"#" Several authors
have studied the implications of the IFN signature in the IFN
response. The results suggest that when the type I IFN pathway is
fully activated at baseline (IFN-""), there is a lack of pharmaco-
logical effect due to a loss of the ability for further stimulation by
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IFN-B  administratdon [19,21,22]. The IFN signature, and
therefore the MxA as one of the genes constituting the IFN
signature [19,20], could have a potential role as a biomarker of the
IFN-B response.

A second mechanism in the failure to respond to IFN- therapy
is probably due to immunogenic factors leading to a decrease in
the bioavailability of IFN-B. Development of NAbs is one of the
main types but also others as the presence of different IFN
receptor isoforms could contribute to this decrease [23]. Indepen-
dently of the mechanism involved, a reduction of the expression of
induced interferon responsive genes is detected including the MxA
expression.

The present study evaluates if baseline MxA could have a role in
predicting the IFN-B response. The results suggest that bascline
MxA mRNA status can predict whether patients will respond or
not to IFN-B before starting treatment. Previously published
results suggest that patients with a less activated endogenous type I
IFN pathway would have greater ability to up-regulate genes levels
after the start of IFN, which would lead to a favorable response
[19,20]. We hypothesize that patients with low baseline MxA
status, as one of the genes involved in the IFN signature, would up-
regulate MxA levels when IFN is started and therefore would have
a favorable response. On the other hand, high MxA ftiters at
baseline would indicate an innate activation of genes related to
IFN response and a less inducible pathway, which would result in
failure to respond to IFN-P treatment.

Bascline MxA expression has been evaluated in several studies.
Some authors have suggested that spontancous MxA mRNA levels
in MS patients may be useful to identify patients with active
disease forms [24] and those experiencing a relapse [25]. They
found that higher baseline MxA mRNA levels are related to a
longer time to a new relapse. Essential differences were found
between these studies and the present. The objective of our study
was to evaluate if baseline MxA expression has a role in predicting
the response to IFN-B treatment while in Van der Voort study
[26] the main objective was to evaluate if MxA is related to clinical
disease activity in carly MS untreated patients. Since the objectives
are different, the populations included were also different: in our
study, a homogeneous cohort of treatment naive relapsing-
remitting MS patients with at least one relapse in the previous
year and achieving criteria to start treatment was selected to
evaluate clinical response after beginning IFN-f treatment. In van
der Voort study, patients presenting with a clinically isolated
syndrome suggestive of MS or recently diagnosed with relapsing-
remitting MS were recruited. In the subgroup of 50 patents that
started treatment with INF-B, no differences in baseline MxA
mRNA levels were found between responders and non-responders,
probably due to the small sample of patients as themselves suggest.
It could be possible that untreated MS patients with low baseline
MxA levels would have more chance to experience a relapse
carlier and, at the same time, would have greater ability to induce
MxA and therefore to show a better response to the treatment with
IFN-B. Similarly, another study did not find differences between
endogenous type I IFN signature and disease course in MS treated
patients even though the patients on the high IFN signature group
showed weaker biologic response within the first treatment month
[22].

These studies provide evidence of the role of baseline
characteristics as determinants of the treatment response. The
data presented in this study support that role and indicate that
MxA may be a useful biomarker of IFN-f response in naive
relapsing-remitting MS patients. Patients with MxA levels under
the threshold take longer to relapse and to increase by one point
on the EDSS scale, likely because a less activated IFN pathway
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have greater ability to be stimulated when IFN-P treatment is
started. Nonetheless, these findings should be validated in other
MS  cohorts. Our population only included treatment-naive

relapsing-remitting MS cases. The predictive performance of

MxA should be tested in other forms of MS, such as the secondary
progressive type, and in clinically isolated syndromes, and it would
be interesting to see if there are differences between treatment-
naive and previously treated patients. Another issue to resolve in
MxA mRNA measurement is the considerable variability between
laboratories; hence, standardization of the technique is needed.
MxA after one year of treatment was studied in order to

evaluate the bioavailability of IFN-p. One of the main causes of

IFN bioavailability reduction is the development of NAbs that
generally appear after 6-18 months of treatment [14,15,27]. In our
study, only 18 patients failed in MxA induction after 12 months.
Absence of MxA induction at month 12 was not related with
baseline MxA levels. This suggests that, in our population, baseline
MxA expression couldn’t predict which patients were going to
develop NAbs (evaluated through the absence of MxA induction at
month 12). Therefore, the appearance of NAbs would be better
related to the immunogenicity of the preparation, dosing
frequency and route of administration [28] than to the baseline
MxA levels. The survival analyses to study time to next relapse and
to progression of disability didn’t show differences between the
induced and non-induced patients. Presence of NAbs may explain
treatment failure after one year of treatment. Other biological
mechanisms, such as the presence of soluble IFN receptors, could
explain early treatment failure when NAbs are absent.
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Over the last decades, IFN-f has been one of the most widely
used treatments for MS. New therapies with better eflicacy results,
but also greater potential side effects, are now emerging. The
development of biomarkers to decide whether one or another
treatment is the most appropriate for each individual patient has
become one of the principal objectives during the last years.
Baseline MxA status had a positive predictive value of 0.77 and a
negative predictive value of around 0.65 using the cut-off’ defined
m this study. In conclusion, our results suggest that baseline MxA
mRNA levels may be useful for predicting whether patients will
respond or not to IFN-f, and this capability could be clinically
useful for deciding on the most appropriate therapy option.
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Trabajo nimero 2

Absence of MxA induction is related to a poor clinical response to interferon beta treatment in

multiple sclerosis patients.
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Abstract The aim of this study is to investigate whether
induction of myxovirus resistance protein A (MxA) mRNA
after 3 months of interferon-3 administration is related to
the treatment response in multiple sclerosis (MS) patients.
In this prospective study, MS patients were enrolled before
starting treatment. Demographic, clinical and radiological
variables were recorded. Blood samples were obtained
before, and at 3 and 12 months after interferon-f} treatment.
Real-time PCR was used to analyze MxA mRNA expres-
sion. Patients were classified as MxA-low or -high
depending on MxA levels at baseline, and as MxA-induced
or -non-induced according to whether an increase in MxA
expression was detected at month 3. Time to the next
relapse was investigated using Cox proportional hazards
regression analysis. One hundred and four patients were
selected and followed for a median of 2.2 years (IQR
1.6-3.5). On Cox regression analysis, a higher EDSS score
before treatment (HR [1.57: 95 % CI 1.02-240:
p = 0.039), MxA-high status at baseline (HR 2.71; 95 %
CI 1.26-5.81: p = 0.010), and MxA-non-induced at month
3 (HR 2.49: 95 % CI 1.08-5.68; p = 0.031), were pre-
dictors of poor response to interferon-f in naive MS
patients. Patients showing a lower capacity for MxA
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induction following 3 months of interferon-f§ treatment are
more likely to be non-responders to this therapy.

Keywords Multiple sclerosis - MxA - Interferon-p -
Biomarker - Treatment response - Immunomodulatory
therapy

Introduction

Immunomodulatory treatment with interferon-beta (IFN-[3)
is the most commonly used therapy for relapsing-remitting
multiple sclerosis (MS) [1—4]. Unfortunately, around 40 %
of MS patients do not respond appropriately to IFN-f [5,
6], and their ability to respond can only be determined after
a period of treatment, usually 1 or 2 years. It would be of
value to have biomarkers that can identify patients who are
likely to have a poor response before or shortly after
starting IFN- in order to consider other treatments and
lower the socio-economic cost and disability accumulation
associated with relapses.

After IFN-f binds to its specific receptor, transcription
of different IFN-responsive genes is initiated. Among
these, the myxovirus resistance protein A (MxA) gene is a
proven indicator of IFN bioavailability [7, 8]. An absence
of MxA gene expression in the course ol treatment has
been related to the appearance of neutralizing antibodies,
the development of different receptor isoforms, and other
mechanisms of [FN resistance [9-11]. Previously reported
results by our group have shown that baseline MxA level
can predict treatment response [12] and suggest that MxA
may be a useful biomarker for this purpose.

The objective of this study is to investigate whether
induction of MxA mRNA expression after 3 months of
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treatment is related to IFN-J response in MS patients,
independently of the baseline MxA expression.

Methods
Study design

A prospective, observational, open-label, non-randomized
study was performed in the Multiple Sclerosis Unit of
Hospital Universitari de Bellvitge (Barcelona). Our MS
clinic is the reference center for demyelinating diseases in
the health district of Geréncia Territorial Barcelona
Metropolitana Sud in Catalonia, a region in the northeast of
Spain.

Ethics statement

This study was approved by the Ethics Committee of
Hospital Universitari de Bellvitge, and written informed
consent to participate was obtained from each patient and
control.

Patients

Patients were selected from a previously described
prospective cohort [12]. Briefly, treatment-naive, relaps-
ing-remiting MS patients fulfiling the 2005 revised
McDonald criteria [13] were enrolled between February
2008 and March 201 1. Treatment was selected according to
MS guidelines and the standard medical practice in our
center. Prospective follow-up was completed in December
2012. A cohort of non-MS controls was selected to perform
gene standard curves (MxA and GAPDH) and to normalize
the MS patient samples.

Clinical assessment, including the Expanded Disability
Status Scale (EDSS) [14], was performed every 6 months
following the start of treatment and at the time of relapse.
Clinical and demographic data were recorded prospectively
using the European Database for Multiple Sclerosis
(EDMUS) [15].

Relapses were established based on the development of
a new symptom or worsening of a previously recorded
symptom attributable to MS, accompanied by consistent
neurological dysfunction lasting at least 24 h in the
absence of fever and preceded by a stable period or
improvement for at least 30 days [16].

Patients were classified as responders if there were no
relapses over the follow-up or non-responders if a relapse
occurred.
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Variables

The baseline clinical variables included sex, age at onset,
age when treatment was started, annualized relapse rate
before treatment, duration of MS before treatment, and
EDSS score at the beginning of treatment. The radiologic
variables were obtained by magnetic resonance imaging
(MRI) study performed during the year previous to the start
of IFN-f} treatment. The presence of gadolinium-enhancing
lesions and infratentorial lesions was recorded. Detection
of IgG oligoclonal bands (OCB) in cerebrospinal fluid
obtained by lumbar puncture at the diagnosis of MS was
also included as a variable in the study.

Samples

Blood samples were taken at baseline, month 3, and at
completion of a 12-month period of IFN-f treatment, in the
absence of signs of infection and corticosteroid treatment
for relapse [17, 18]. Baseline samples were taken before
starting treatment. For the samples at months 3 and 12,
patients were instructed to visit our center 12 h after
administration of the last IFN- dose [19].

Ten milliliters of peripheral blood was collected mn an
EDTA tube from MS patients and controls. Mononuclear
cells were separated on a Ficoll-Hypaque density gradient.
RNA extraction was performed with the Ultraspec-II RNA
isolation system (Biotecx Laboratories, Texas, USA), fol-
lowing the manufacturer’s instructions.

Complementary DNA was prepared by reverse tran-
scription using M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, USA) according to the man-
ufacturer’s recommendations. Real-time PCR was per-
formed on a Light Cycler 480 system (Roche, Mannheim,
Germany) using the Lightcycler 480 sybr green master kit
(Roche, Mannheim, Germany). Results were normalized to
the expression level of the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) housekeeping gene to avoid
differences due to possible RNA degradation or variable
reverse transcription efficiency. Prnimers for MxA and
GAPDH were designed following the descriptions pro-
vided by other authors [20].

Standard curves were performed for each primer using
control samples diluted to different concentrations. A
sample from these curves was used as a standard and run in
each experiment. The results obtained were normalized to a
calibrator. A pool of healthy control samples was used as a
calibrator and run during each PCR assay. MxA and
GAPDH PCR quantities were determined using these
standard curves and were normalized to GAPDH and to a
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calibrator. Results were expressed as MxA mRNA
expression levels relative to GAPDH expression levels.

Statistical analysis

Receiver operating curve analysis was performed to
establish a cut-off value for baseline MxA mRNA
expression that would differentiate between responders and
non-responders. Two groups were defined: MxA-high
when baseline MxA mRNA levels were above the cut-off
value and MxA-low when they were below [12].

The cut-off value to detect MxA induction at month 3
was established as the ratio: mean MxA month 3/mean
MxA baseline. Based on this threshold, two patient groups
were defined: MxA-induced and MxA-non-induced.

The optimal cut-off to determine MxA mRNA induction
at month 12 was defined according to previously published
criteria [9, 21, 22] as the mean plus 3 standard deviations
(SD) of the baseline value. Patients in whom MxA was
induced at month 12 were referred to as MxA-positive.

Cox proportional hazards regression analysis was per-
formed using time to the next relapse as the outcome
variable. Covariates included demographic, clinical, radi-
ologic, and laboratory variables. Results were expressed as
the hazard ratio (HR) with 95 % confidence interval (CI).

The Chi-square test was used to detect association
between the presence of MxA induction at month 12 with
the baseline MxA status or with the presence of MxA
induction at month 3.

All statistical analyses were performed with the Statis-
tical Package for the Social Sciences, 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA). A p value of <0.05 was considered sta-
tistically significant in the comparisons.

Results
Patients

A total of 104 relapsing-remitting MS patients were
included in the study. At the end of follow-up (median
2.2 years, IQR 1.6-3.5), 47 (45.2 %) patients met the cri-
teria of responders and 57 (54.8 %) of non-responders.
None of the patients developed secondary progressive MS
during the study. The baseline demographic, clinical and
radiologic variables were evaluated (Table 1).

Baseline MxA expression

Mean baseline MXA mRNA in the 104 treatment-naive
patients, expressed as the normalization ratio, was 1.46 (SD

@ Springer

Table 1 Baseline clinical, radiologic, and demographic characteristics

Patients 104

Sex, female, n (%) 75 (72.1 %)
Age at onset, years, mean (SD) 33.04 (8.33)
OCB positive, n (%) 83/100 (83 %)
Relapses pretreatment, mean (SD) 243 (1.52)
Duration MS pretreatment, years, median (IQR) 1.53 (0.78-3.19)
Initial EDSS score, median (IQR) 1.5 (1.0-2.0)
Duration of follow-up, years, median (IQR) 2.2 (1.6-3.5)

Baseline MRI
72/98 (73.4 %)
33/84 (39.3 %)

Infratentorial lesions
Gadolinium enhancement

Interferon, n (%)

Rebif44 53 (51.0 %)
Betaferon/Extavia 42 (404 %)
Avonex 9 (8.9 %)

OCB oligoclonal bands, EDSS expanded disability status scale, MRI
magnetic resonance imaging

1.17). ROC analysis to establish a cut-off value for MxA
mRNA expression that could differentiate between
responders and non-responders found that a value of 1.096
yielded the best sensitivity (73.9 %) and specificity
(69.0 %) for this purpose (area under the curve = (0.732).
Patients were then classified as MxA-high or MxA-low
according to whether MxA mRNA levels were above or
below 1.096 [12]. The mean bascline MxA mRNA value
was 0.69 (SD 0.24) in the MxA-low group and 2.23 (SD
1.22) in MxA-high patients.

Month 3

Atmonth 3, we were able to evaluate blood samples from 101
patients. Data from three patients were not available: in two
because the sample was not taken and in 1 because the
sample was of poor quality. Median time from the beginning
of treatment to sample collection was 2.86 months (IQR
2.56-3.19), and median time from administration of the last
IFN-B injection to sampling was 12.60 h (IQR 10.51-15.45).
The degree of induction of MxA mRNA expression after
starting IFN-f} treatment was defined as the ratio between the
month 3 mean and the baseline mean. Mean MxA mRNA
level was 15.17 (SD 9.46) at month 3 and 1.46 (SD 1.17) at
baseline. A cut-off of 10 (month 3 mean/baseline mean:
15.17/1.46 = 10.4) was established to classify patients as
MxA-induced (level above 10) or MxA-non-induced (level
below or equal 10). Mean MxA mRNA expression at month
3 was 15.55 (SD 9.13) in patients classified as MxA-low at
baseline and 14.80 (SD 9.86) in those classified as MxA-high
at baseline (Student £ test, p = 0.69).
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Month 12

At month 12, blood samples were evaluated from 94 of the
104 patients. Seven did not complete the 12-month treat-
ment period for the following reasons: pregnancy intention
in two patients, problems handling the injector in one,
adverse events in three (two intense flu-like symptoms, one
thyroid disorder), and treatment failure in one. In addition,
samples were rejected in three patients who completed
treatment, two because IFN-B dose had been changed and
one because of poor sample quality. Median time from the
beginning of treatment to sample collection was
11.99 months IQR (11.14-12.68), and median time from
administration of the last IFN-J} injection to sampling was
11.33 h IQR (9.62-14.25).

The threshold to establish increased MxA gene expres-
sion at month 12 was calculated as the mean plus 3SD of
the baseline MXA mRNA expression [9, 21, 22], which
yielded a value of 4.97. Hence, a MxA mRNA level greater

than 5 was considered to define the presence of increased
MxA expression, referred to hereafter as MxA-positive.

Cox proportional hazards regression analysis

The following clinical variables were included in the
regression analyses: sex, age at onset, age when treatment
was started, annualized pre-treatment relapse rate, time
from onset to treatment and EDSS score at the beginning of
treatment.

The radiologic variables analyzed (gadolinium-enhanc-
ing lesions and infratentorial lesions) were obtained from
the most recent MRI study performed before starting
treatment. Ninety-one MRI were evaluated. Median time
from MRI study to treatment initiation was 0.24 years
(IQR 0.09-0.68).

The laboratory variables included cerebrospinal fluid
IgG oligoclonal band (OCB) detection (positive or nega-
tive), baseline MxA status (MxA-high or -low). and

Variable Lower CiI Upper Ci HR p vaive
Sex (Woman) 039 1792 084 0645
Age at onset (years) 0.97 209 1.42 0072
Age at treatment (years) 0.48 1.03 07 0.074
EDSS at baseline (per 1 point) ~ 1.02 24 1.67 0039
Time to treatment (years) 098 200 1.43 0.06
ARR 093 166 124 0.148
0CB + 064 154 039 0.967
MxA-High (Baseline) 1.26 581 271 0.01
MxA-non-induced (Month 3) 1.09 568 248 0.031
Gadolinium enhancement 0.83 289 1.3 0.481
Infratentorial lesions 024 1.46 059 0.254

Better outcome

Fig. 1 Cox Proportional hazard analysis using time to the next
relapse as the outcome variable. The figure shows hazard ratio
estimates and confidence intervals for the effect of IFN-[} treatment
within the different variables. Higher EDSS at baseline, MxA-high at
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[

Worse outcome

baseline, and MxA-non-induced at month 3 were independent
predictors of non-response to IFN treatment in naive MS patients.
EDSS expanded disability status scale, ARR annualized relapse rate,
OCB oligoclonal bands
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induction detected at month 3 (MxA-induced or MxA-non-
induced).

Cox proportional hazard regression analysis was per-
formed using the time to the next relapse as the outcome
variable. A higher EDSS score before starting treatment
(HR 1.57; 95 % CI 1.02-2.40; p = 0.039), MxA-high
status at baseline (HR 2.71; 95% CI 1.26-5.81;
p = 0.010), and MxA-non-induced at month 3 (HR 2.49;
95 % CI 1.08-5.68; p = 0.031) were independent predic-
tors of non-response to IFN-f in treatment-naive MS
patients (Fig. 1).

Combined analysis of the three predictive variables
yiclded a survival curve model. EDSS score was trans-
formed into a dichotomous variable (<2 and >2). Patients
categorized as MxA-low at baseline and MxA-induced at
month 3 were grouped together, and the remaining possi-
bilities (MxA-high or MxA-non-induced) formed the other
group. Cox proportional hazard analysis showed that time
to the next relapse was longer in patients whose baseline
EDSS was <2 than in those with scores of >2. In both
groups, patients with MxA-low status at baseline and
MxA-induced at month 3 showed a longer time to the next
relapse (p = 0.034) (HR 2.04, 95% CI 1.39-3.00,
p < 0.001) (Fig. 2).

MxA at month 12 related to baseline and month-3
MxA

Relationships were sought between MxA expression at
month 12 and MxA expression at baseline and at month 3.
No statistically significant differences in the percentage of

Fig. 2 Cox proportional hazard

analysis for the predictive value

of EDSS. baseline MxA and 107
month-3 MxA. Time to next
relapse was longer in patients
with EDSS scores <2 than in
those with scores >2. In both
these groups, time to relapse
was longer in patients classified
as MxA-low at baseline and
MxA-induced at month 3
compared with MxA-high or
MxA-non-induced patients.
Patients with EDSS >2 and
MxA-high or MxA-non-induced
status relapsed earlier than the
remaining groups

0,4+

Cumulative survival

MxA-positive and -negative patients at month 12 were
found according to their baseline status (37 patients rated
as MxA-low out of 77 MxA-positive patients at month 12
vs. 9 patients rated as MxA-low of 17 MxA-negative at
month 12, Chi-square test, p = 0.71) or according to their
month-3 status (41 MxA-induced at month 3 out of 75
MxA-positive at month 12 vs. 7 MxA-induced at month 3
of 16 MxA-negative at month 12, Chi-square test,
p = 0.43).

Discussion

Interferon beta is one of the most commonly used therapies
for relapsing-remitting MS [1-4] but, unfortunately, a large
percentage of MS patients do not respond appropriately to
this treatment [5, 6]. Newer therapics are now available for
this population; hence, tools are being sought to help
decide which treatment would be the best for each indi-
vidual case.

Several clinical, radiologic, and laboratory biomarkers
have been investigated to predict IFN-J response, but none
have proven absolutely reliable. Among the baseline clin-
ical characteristics, older age at onset, longer MS duration,
and lower disability at the start of IFN-[3 seem to be related
to better treatment response [23, 24]. Our analysis showed
that for cach 1-point increase in EDSS score, the hazard of
non-response to IFN-f increased by a factor of 1.57 (95 %
CI 1.02-2.40). These results are in line with other studies
suggesting that a lower EDSS score at the start of the drug
predicts a more favorable response [23, 25]. Nevertheless,

Cox Proportional Hazard Analysis

EDSS and MxA expression

~MEDSS<2,0, MxA-Low and MxA-induced
IEDSS22 0, MxA-Low and MxA-induced

--rmEDSS<2 0, MxA-High or MxA-non-induced

““EDSS22,0, MxA-High or MxA-non-induced

p=0.034

] EDSS<2,0

EDSS=2,0

@ Springer

Time to next relapse (years)

65



Expresién del gen de la proteina MxA como biomarcador de respuesta al interferén beta en pacientes con Esclerosis Mdltiple

J Neurol (2016) 263:722-729

727

although an analysis of clinical characteristics may help, it
does not seem to suffice for selecting drugs other than IFN
as the initial treatment for MS patients.

The baseline characteristics of the IFN-stimulated genes
that conform the IFN signature may have implications in
the response to IFN-B [26, 27]. and several authors have
investigated this possibility. The results suggest that when
the type T IFN pathway is fully activated at baseline, IFN-3
administration will have little or no pharmacological effect
because the ability for further stimulation is lost [26, 28,
29]. The MxA gene is one of the most extensively studied
of those constituting the IFN signature. Previous work by
our group has shown that baseline MxA results can predict
the clinical response to IFN-f [12]. In the present study, the
same cohort of patients was evaluated in a prospective
manner. Results of the previously evaluated baseline
samples and of those obtained after 3 and 12 months of
IFN-f} treatment were evaluated. On Cox regression anal-
ysis, patients with high baseline MxA values were found to
have a higher probability of non-response to IFN-}, as
defined by a shorter time to the next relapse (HR 2.71;
95 % CI 1.26-5.81; p = 0.01) Our results are in line with
the findings of a previous study, in which the pretreatment
type I IFN pathway was found to be activated in non-
responders [20].

Another variable predictive of a shorter period to the
next relapse investigated in our study was MxA induction
following 3 months of IFN-f treatment. Patients in whom
MxA was not induced had an approximately 2.5-fold
increased risk of experiencing a relapse relative to those
showing MxA induction. Higher MxA induction with IFN-
B treatment has been related to a lower risk of EDSS
progression [30] and a better IFN response [31]. Analysis
of changes in gene expression during the first 3 months of
IFN-p treatment have shown strong, significant induction
in treatment responders compared to non-responders (in the
case of MXA, values of 3 in non-responders and 20 in
responders) [26].

Due to the immunogenicity of the drug preparations, a
percentage of patients develop neutralizing antibodies
(NAbs), which can interfere with the function of IFN-f
treatment. Other factors, such as the development of IFN
receptor isoforms may also have an influence on the
treatment response. Several studies have demonstrated that
the presence of NAbs is related with a reduction in the
clinical and radiologic response to IFN-f [4, 7, 32-34].
Development of NAbs mainly occurs after 12 months of
treatment [7, 34]. Hence, determination of these antibodies
at the start of drug therapy has limited value. The study of
NAbs is based on direct detection or on measurement of
MxA expression as an indicator of IFN bioavailability and
the biological effect, with equivalent results [9, 22]. In the
present study, MXA expression was evaluated at month 12
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to determine the IFN bioavailability at that time point. No
association was found between patients classified as MxA-
low or -high at baseline and patients MxA-positive or -
negative at month 12 (Chi-square test, p = 0.71) or
between patients categorized as MxA-induced or -non-in-
duced at month 3 and patients considered MxA-positive or
-negative at month 12 (Chi-square test, p = 0.43). These
results suggest that neither baseline nor month-3 status are
associated with the bioavailability of IFN- at month 12,
probably because, apart from the capability of IFN-f
induction in each patient, MxA expression is also influ-
enced by the development of NAbs or other immunogenic
factors [7]. It is likely that the appearance of NAbs is more
closely related to other factors, such as the immunogenicity
of the preparation, the dosing frequency. or the adminis-
tration route [35]. NAbs are known to appear at
6-12 months after the start of treatment [18], but their
impact on clinical efficacy can only be determined after
18 months [33, 34]. In the present study, we aimed to
evaluate factors that could predict treatment response at the
beginning of treatment, and therefore, the month 12 find-
ings were not included in the regression analysis.

The population included in this study comprised only
treatment-naive relapsing-remitting MS cases. Therefore,
the predictive variables identified can only be applied to
this group and would require evaluation in other forms of
MS. such as the secondary progressive type. and in pre-
viously treated patients. Furthermore, the considerable
variability between laboratories in MxA mRNA measure-
ment should be resolved by standardization of the
technique.

This study investigated induction of MxA, one of the
IFN-stimulated genes, together with clinical and radiologic
variables, to determine the performance of these factors in
predicting the clinical response to IFN-B therapy. Our
results indicate that MxA induction after 3 months of
treatment may be a useful predictor of IFN-J3 response, and
suggest that the subgroup of MS patients whose baseline
profile is consistent with greater disability, high baseline
MxA, and low MxA induction have a higher probability of
non-responding to IFN-f treatment than their counterparts.
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Myxovirus resistance protein A (MxA) is a molecule induced after interferon-f injection. The aim of this study
was to investigate whether MxA determination one year after starting interferon-{3 can predict treatment
response in multiple sclerosis patients. MxA mRNA expression was evaluated in blood samples obtained at base-
line and at month 12. Clinical variables were prospectively recorded. A threshold of 5 was defined to establish

M=xA induction. On survival analysis, time to the next relapse and to EDSS progression were significantly longer
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in patients showing MxA induction, suggesting that MxA induction after one year may be useful to identify

© 2015 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Interferon beta (IFN-{3) is one the most commonly used therapies for
multiple sclerosis (MS) (The IFNB Multiple Sclerosis Study Group, 1993;
Jacobs et al., 1996; PRIMS study group, 1998), but unfortunately, a per-
centage of patients do not respond adequately to the treatment (Rio
etal, 2002; Rudick et al., 2004). Its mechanism of action depends on in-
terferon binding to a specific receptor, leading to different reactions that
result in the expression of certain genes. The myxovirus resistance pro-
tein A (MxA) is one of these interferon-stimulated genes (Sottini et al.,
2009). Various methods have been described to study the biological
activity of IFN-3, such as detection of neutralizing antibodies (NAbs)
in serum and quantification of MxA (Bertolotto et al., 2003). MxA in-
duction can be measured by protein (Valittu et al., 2008) or mRNA

Abbreviations: MS, multiple sclerosis; IFN-(, interferon beta; NAbs, neutralizing
antibodies; MxA, myxovirus resistance A; PCR, polymerase chain reaction; GAPDH,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; EDSS, Expanded Disability Status Scale;
EDMUS, European Database for Multiple Sclerosis; IQR, interquartile range; SD, standard
deviation.
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Universitari de Bellvitge, Edifici Teécnic-Quirdrgic, Planta 1, modul E, Feixa Llarga s/n,
L'Hospitalet de Llobregat, 08907, Barcelona, Spain.
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(A. Cobo-Calvo), smartinezy@bellvitgehospital.cat (S. Martinez-Yélamos).
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determination, and its quantification is considered a biomarker of [FN-
{3 bioactivity (Malucchi et al, 2008). MxA mRNA measurement by
real-time polymerase chain reaction (PCR) seems to be the more sensi-
tive option and additionally shows high specificity (McKay et al., 2006;
Capra et al,, 2007). In addition, it seems that a single MxA mRNA mea-
surement has predictive value for clinical responsiveness to IFN-[3 ther-
apy in terms of the risk of new relapses (Malucchi et al., 2008).

The aim of this study is to evaluate MxA mRNA status 1 year after the
start of IFN-B3 treatment and to determine if this single determination
can predict clinical treatment response in MS patients, defined as re-
lapses and disease progression.

2. Methods
2.1. Study design

A prospective, observational, open-label, non-randomized study
was performed in the Multiple Sclerosis Unit of Hospital Universitari
de Bellvitge. Our MS clinic is the reference center for demyelinating dis-
eases in the health district of Geréncia Territorial Barcelona Metropolitana
Sud in Catalonia, a region in the northeast of Spain.

The study was approved by the Ethics Committee of Hospital
Universitari de Bellvitge, and written informed consent to participate
was obtained from each patient and control.
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2.2. Patients

Patients from a previously described prospective cohort (Matas
et al., 2014) were eligible for the current study. Briefly, treatment-
naive relapsing-remitting MS patients were enrolled before starting
treatment with IFN-3 and a blood sample was obtained after 12 months
of treatment. Patients that had completed a 6 month period of [FN-
after the month 12 sample was obtained were included in the present
study. Prospective follow-up was completed in December 2012. Clinical,
radiological and demographic data including the Expanded Disability
Status Scale (EDSS) (Kurtzke, 1983) was recorded prospectively using
the European Database for Multiple Sclerosis (EDMUS) (Confavreux
et al., 1992). Responders were defined as patients presenting no re-
lapses or EDSS progression during follow-up and non-responders
were those presenting relapses and/or EDSS progression. Disability
progression was evaluated considering two milestones: the time to
increase 1 point and the time to increase 0.5 point on the EDSS scale.
In both cases, the EDSS score had to be confirmed at least 6 months
later to be considered irreversible (Rio et al., 2002). Patients with dis-
ability progression at the end of the study were followed up for an
extra 6 month period to confirm EDSS increase.

2.3. Samples

Blood samples were obtained at baseline and at completion of
12 months of [FN-3 treatment, in the absence of signs of infection or cor-
ticosteroid treatment for relapse (Antonelli et al., 1998; Bertolotto et al.,
2002). Patients were instructed to visit our center 12 h after the last IFN-
3 dose had been administered for blood sample collection (Pachner
et al,, 2003; Gilli et al,, 2005; Hoffmann et al., 2007). Laboratory work
to evaluate MxA expression was performed as previously described
(Matas et al., 2014). The optimal cut-off to establish MXA mRNA induc-
tion at month 12 was calculated as the mean plus 3 SD of the values ob-
tained in MS patients at baseline (Sominada et al,, 2008; Hesse et al.,
2009; Malucchi et al., 2011).

2.4, Statistical analysis

Differences in clinical characteristics were analyzed using the Stu-
dent t test, chi-square test, or Mann-Whitney U test, as appropriate.

Treatment naive patients

Kaplan Meier survival curves were carried out to study the time to the
next relapse and to progression of disability.

All statistical analyses were performed with the Statistical Package
for the Social Sciences, 20.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). A p value of
<0.05 was considered statistically significant for the comparisons.

3. Results
3.1. Patients

Ninety-seven patients from a cohort of 104 completed 12 months of
IFN-3 treatment, and a blood sample was drawn at that time. Eighty-
three of them were ultimately included in the study population (Fig. 1).

At the end of follow-up, 51 (61.4%) patients met the definition of
responders and 32 (38.6%) were classified as non-responders. All 32
patients in the non-responder group presented a relapse and 14 of
them also an increase in the EDSS scale (5 patients presented 1-point
EDSS increase). None of the patients developed secondary progressive
MS during the study.

3.2. MxA expression

Blood samples from the 83 patients were taken at a median of
12.0 months (IQR 11.5-12.4) after starting treatment and 11.2 h (IQR
10.5-12.5) after the last interferon injection.

The threshold defining increased MxA gene expression was calculat-
ed as the mean plus 3 SD of the baseline MxA mRNA expression value in
the 104 treatment-naive patients (mean 146, SD 1.17) (Matas et al.,
2014). Hence,a MxA mRNA level over 5 (mean + 3 SD = 4.97) was con-
sidered to establish increased MxA expression, hereafter referred as
MxA-positive.

Sixty-eight (82%) patients were classified as MxA-positive (MxA > 5)
and the remaining 15 (18%) as MxA-negative (MxA < 5). The clinical
and demographic characteristics of the two groups were analyzed, and
no statistical differences were found (Table 1).

Ten of the 38 (26.3%) patients treated with IFN-3-1b and 5 (5 sub-
cutaneous and 0 intramuscular) of the 45 (11.1%) treated with IFN-3-
la were MxA-negative (chi-square, p = 0.07).

Patients excluded from the study because of less than 6 months of
treatment after month 12 sampling were evaluated. No differences

Less than12 months of IFN-B

* 2 pregnancy intention
= 1 treatment failure
1 problem with injectar handling

= 3 Adverse events
(2 flu-like, 1 thyroid disorder)

12 months of IFN-J treatment

Modification of IFN-f dose

Poor quality sample

Less than 6 month of follow-up

= 4 pregnancy intention
= 5 Treatment failure
(Relapses during the firsiyear)

* 2 Adverse events
(1 flu-like, 1 Iymphopenia)

Patients selected

83

Fig. 1. Flow chart of patients included in the study.
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Table 1
Clinical and demographic baseline characteristics.
MxA-positive (MXA > 5) MxA-negative (MXA < 5) p Total
Patients 68 15 - 83
Sex, n(%) female ! 49 (72.0%) 9 (60.0%) 0.35 58 (69.9%)
Age at onset, mean (SD),” years 32.85(8.59) 34.73 (5.65) 0.43 33.19 (8.26)
Pretreatment relapses, median (IQR)* 2.0 (1.0-3.0) 2.0 (1.0-3.00) 0.76 20(1.0-3.0)
Duration MS pretreatment, median (IQR), years 1.54 (0.78-3.04) 1.23 (0.63-3.71) 0.84 142 (0.78-3.08)
Initial EDSS, median (IQR)? 1.5 (1.0-2.0) 1.5 (0.0-15) 0.33 15 (1.0-2.0)
Duration of follow-up, median (IQR),? years 1.51 (0.89-2.58) 1.70 (1.04-3.46) 0.28 1.62 (0.92-2.63)
Baseline MRI, n(%)'
Gadolinium enhancement 24/56 (429%) 2/13 (385%) 0.77 29/69 (42%)
Infratentorial lesions 47/64 (734%) 11/13 (84.6%) 0.39 58/77 (75.3%)
Interferon, n (%)"
Rebif44 34 (50.0%) 5(33.3%) 39 (47.0%)
Betaferon/Extavia 28 (41.2%) 10 (66.7%) 0.15 38 (45.8%)
Avonex 6 (8.8%) 0 (0%) 6 (7.2%)
! Chi-square test.
2 Student ¢ test.
3 Mann-Whitney U test.
were found in the percentages of MxA-positive and MxA-negative cases 4, Discussion

when compared with the patients included in the study (18.2% of MxA-
negative in patients with less than 6 months of follow-up vs. 18% in
study patients; chi-square, p = 0.99).

3.3. Survival analysis

Survival analysis was performed for relapses and EDSS progression,
considering the month 12 sampling as the beginning of the follow-up.
The median time to the next relapse after month 12 sampling was sig-
nificantly longer in the MxA-positive group, than in MxA-negative pa-
tients (MxA-positive 2.8 years vs. MxA-negative 1.3 years; log-rank,
p = 0.02) (Fig. 2a). Survival analysis for EDSS progression showed
that the median time to increase one point was undefined in both
groups, although there was a non-significant trend to a lengthier time
in MxA-positive patients (log-rank p = 0.22). On analysis of the median
time to increase 0.5 point on the EDSS scale, the time was undefined in
the MxA-positive group versus 2.1 years in MxA-negative patients
(log-rank p = 0.001) (Fig. 2b).

—VA-positive (McA>5)
MR BgaNVS (McA<5)
— b positive ensored

MuAnegative censored

log-rank p=0.02

Cumulative survival

T T T T
1 2 3 4

Time to next relapse (years)

Development of biomarkers to predict treatment response has be-
come one of the main objectives over the last years, in order to decide
the most appropriate treatment for each individual patient.

Focusing on IFN-3 treatment, different factors could influence
the response, as the production of NAbs against IFN-3, or the de-
velopment of IFN receptor isoforms (Sottini et al.,, 2009) that
could lead to a decrease in IFN-f3 bioavailability and, therefore, in
the interferon responsive gene expression. In the present research,
MxA mRNA determination was selected because of the simplicity
of the assay and the somewhat stronger sensitivity for predicting
relapses than NAbs determination. Nevertheless, it would have
been useful having NAbs data to enhance the conclusions obtained
in the study.

In the present research, 18% of the patients showed no increase in
MXA expression, a proportion consistent with the 11% to 27% obtained
in other studies (Zanotti et al., 2010). None of the baseline clinical char-
acteristics were able to predict which patients would be MxA-positive
or -negative.

N positive (WS
Hxenegatis (Mxa<5)

—+ Mxh-posilive censored
MxA-negative censored

Iog rank p=0.001

M

Cumulative survival

T T T T
1 2 3 4

Time to EDSS progression (years)

[ [ 1 @i 2 (@em) 2 a8m) 012m) 1 24my 2 (@em) 3 e
Murnber a1 sk 8 [ 18 [ Number at ik 3 [ u 0
VXAPOSINE ("G orsomd 15 a7 s 5 MxApasithe [Corsomg 1 B 1 0
Events 13 5 4 1 Events 5 1 0 u
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Fig. 2. Survival curves for time to the next relapse and to increase 0.5 point on the EDSS scale since month 12 sample was obtained in MxA-positive and -negative patients: Solid black lines
represent MxA-positive patients while gray lines represent MxA-negative patients. The table below the graph shows the number of events, censored observations and patients still at risk
of the event during the year indicated. a: Survival curve for time to the next relapse: MxA-positive patients (MxA > 5 ) showed a significantly longer time to the next relapse (median 2.8 vs.
1.3 years) (log-rank p = 0.02) b: Survival curve for time to increase 0.5 point on the EDSS scale: MxA-positive patients (MxA > 5) showed a significantly longer time to increase by 0.5 point

on the EDSS scale (median undefined vs. 2.1 years) (log-rank p = 0.001).
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A larger number of patients treated with IFN-3-1b were MxA-
negative than those receiving IFN-B-1a but the difference did not
reach statistical significance (chi square, p = 0.07). These findings con-
cur with those of previous studies, in which IFN-p-1a seemed to be less
immunogenic than IFN-3-1b, particularly when administered by intra-
muscular injection (Bertolotto et al,, 2002; Gneiss et al., 2006). Never-
theless, MxA was induced to a similar extent by all [FN-p preparations
and the predictive capacity of MxA values in EDSS progression was in-
dependent of the type of IFN used (Serana et al., 2014).

Relapse occurred after a lengthier time interval in MxA-positive pa-
tients than in MxA-negative ones. Survival curves for an EDSS increase
of 1 point showed only a non-significant trend to a longer time in the
MxA-positive group (log rank p = 0.22), likely because of the small
number of patients that progressed 1 point. However, on survival anal-
ysis for an increase of 0.5 point, the EDSS increase occurred after a
lengthier time in MxA-positive patients than in MxA-negative ones
(log-rank p = 0.001). These results are in line with those reported in
some studies evaluating clinical endpoints related to presence of NAbs
or absence of MxA expression (Sorensen et al., 2003; Malucchi et al.,
2004, 2008).

This study is based on clinical practice. Follow-up MRI scans were
performed according to clinical requirements and therefore in different
scheduled time points.

Our population only included treatment-naive relapsing-remitting
MS cases; thus, the findings obtained in our study should be validated
in other MS cohorts, as well as for each IFN preparation in an indepen-
dent manner.

In conclusion, detection of MxA induction at 1 year could be a useful
parameter to identify patients who will respond to [FN-3 treatment.
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1. Resumen de los resultados y discusidon conjunta

La EM es una enfermedad desmielinizante del sistema nervioso central, con un comportamiento
heterogéneo que oscila entre formas benignas y formas altamente agresivas. En los ultimos afios, la
aparicion de nuevos tratamientos ha permitido la ampliacion del arsenal terapéutico, aunque
desafortunadamente no todos los pacientes responden de forma adecuada a los diferentes
farmacos. Disponer de biomarcadores de respuesta al tratamiento que faciliten la seleccién del mas
Optimo para cada paciente se ha convertido en uno de los objetivos principales de las
investigaciones actuales. Con este fin se han planteado los diferentes estudios que constituyen este

trabajo, centrandose en el tratamiento con IFN-B.

Se describen dos mecanismos principales en el fracaso de respuesta al IFN-B, uno relacionado con
las caracteristicas intrinsecas de cada paciente y otro derivado de la inmunogenicidad de la
preparacion. El primero de ellos depende de particularidades que darian lugar a diferencias
interindividuales en la respuesta al tratamiento. Estas diferencias radican principalmente en la via
de respuesta del interferdn tipo |, conocida también como IFN signature. En pacientes con EM, se
observa un defecto en esta via de sefializacidon. Encontramos una expresion reducida de dichos
genes comparada con la de poblacién general (63,66), siendo incluso inferior en periodos de
exacerbacion. Sin embargo, en un porcentaje de pacientes esta via se encuentra sobreexpresada,
aunque sin llegar a alcanzar los valores de los controles sanos (112,113). Esta via de respuesta al

interferdn se evalla en los dos primeros trabajos a través de la expresiéon de MxA.

Para evaluar MXA se ha seleccionado como metodologia la realizacion de una PCR a tiempo real que
permite cuantificar la expresién del mRNA MxA. Esta técnica ofrece como ventajas que es mas
rapida y menos susceptible a problemas de variabilidad comparada con la evaluacidn de la proteina
aunque supone un mayor coste (130). La vida media del mRNA es mas corta que la de la proteina
por lo que con su determinacion se refleja de forma mas precisa la interaccion del IFN-B con su
receptor, evitando posibles factores de confusion (105,110) pero obligando a obtener la muestra a
las 12 horas de la administracién del IFN-B, puesto que a partir de ese momento se produce un
descenso rapido del mRNA (99,104). Ademas, es mas sensible que la determinacién de los NAbs a
través del efecto citopdtico, con una mayor capacidad predictiva de la respuesta al tratamiento y no
se precisa de la utilizacién de virus en su metodologia, siendo su expresion muy especifica de los

interferones del tipo 1 (92,109,125).
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En el primer trabajo, encontramos que el tiempo hasta el siguiente brote y hasta la progresién de la
discapacidad es mayor en pacientes con expresién basal reducida de mRNA MxA, teniendo ademas
la expresion basal de mRNA MxA, capacidad para predecir una buena respuesta al tratamiento

(valor predictivo positivo del 76.9%).

En el segundo trabajo, se realiza un andlisis de variables clinicas, radioldgicas y de laboratorio y se
concluye que, aquellos pacientes que, ademds de presentar una expresién basal incrementada de
MRNA MxA, también presentan una mayor discapacidad basal y una menor induccién de MxA a los
tres meses de iniciar el tratamiento, tienen mayor probabilidad de no responder adecuadamente al

IFN-B evaluado como el tiempo hasta el siguiente brote.

Son pocos los trabajos que han evaluado de forma explicita la expresion de MXA basal y su utilidad
prondstica, habiéndose centrado la mayoria de ellos en estudiar en su conjunto diversos genes de la
via de induccién del interferén, generalmente a través de microarrays (74,123,138,139). En dos
estudios centrados en la expresion de mRNA MxA en pacientes no tratados, encuentran que ésta es
util para identificar formas de EM mas activas y para predecir brotes, concluyendo que los pacientes
con una expresion basal incrementada de mRNA MxA tardarian mds tiempo hasta el siguiente brote
(111,116). En el subgrupo de pacientes que posteriormente inician tratamiento con IFN-B (40
pacientes), no encuentra relaciéon entre la expresion basal de MxA vy la respuesta al tratamiento,
probablemente debido al tamafio reducido de la muestra (111). Sin embargo, otros estudios
sugieren que el subgrupo de pacientes con una sobreexpresién basal de la via de respuesta del
interferdn tipo | tendrian ademas de una mayor actividad basal de la enfermedad, una menor
capacidad de induccién al iniciar el tratamiento con IFN-B y por tanto responderian peor al

tratamiento, lo que vendria a ser un tipo de resistencia al interferén (73,74,114).

Nuestros hallazgos se encuentran en linea con los resultados de estos ultimos estudios: en el primer
trabajo, encontramos que los pacientes con una expresion basal de mRNA MxA por encima del
punto de corte tienen mayor probabilidad de ser no respondedores, presentando un menor tiempo
hasta el siguiente brote y hasta la progresion de la discapacidad. Tras iniciar el tratamiento con IFN-
B, se produce una induccién en la via del interferdon tipo | que seria potencialmente mayor en
aquellos casos en los que basalmente se encuentra reducida y, por el contrario, menor cuando ésta
se encuentra sobreexpresada. Los pacientes con menor capacidad de induccidn serian los que
responderian peor al tratamiento. En consonancia con esto, en el segundo trabajo encontramos

gue a los tres meses de tratamiento, los pacientes con menor induccién del mRNA MxA tendrian
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mayor probabilidad de ser no respondedores al tratamiento. En otros estudios se han observado
resultados en la misma linea que sugieren que una mayor induccién de MxA tras iniciar tratamiento
con IFN-B se relaciona con un menor riesgo de progresion de la discapacidad y una mayor
probabilidad de respuesta al tratamiento y, por el contrario, aquellos con una menor inducciéon de

los genes de la IFN signature tienen mayor riesgo de presentar un brote (74,140,141).

En cuanto a las caracteristicas basales de los pacientes, aquellos pacientes con mayor discapacidad
basal tienen mayor probabilidad de ser no respondedores. No se han detectado otras
caracteristicas que puedan ayudar a predecir qué pacientes van a responder mejor al IFN-B. Otros
estudios han sugerido que la discapacidad basal se correlaciona con la respuesta al tratamiento
(142-144) aunque también barajan otras caracteristicas como mayor edad al inicio de la
enfermedad y mayor duracion de la EM que en nuestro estudio no se han demostrado significativas.
En cualquier caso, las caracteristicas tanto clinicas como radioldgicas basales, no parecen ser

suficientes para predecir que pacientes van a responder de forma mas adecuada al tratamiento.

El segundo mecanismo implicado en el fracaso al tratamiento con IFN-B, se relaciona con
mecanismos inmunogénicos que darian lugar a una disminucién de la biodisponibilidad del IFN-p.
Hablamos principalmente de la aparicion de NAbs que bloquearian la unién del IFN-B a su receptor
(54). En cualquier caso, el resultado seria un fracaso en la unién del IFN-f con su receptor especifico
y por tanto una disminucidn en la expresidn de los genes derivados de esta interaccidn, entre ellos
el de la MXA. Para estudiar este segundo mecanismo y determinar su influencia en la respuesta al
tratamiento se llevo a cabo el tercer trabajo. En éste, se determina la expresion de mRNA MxA al
afio de iniciar tratamiento, momento en el que los factores inmunogénicos adquieren mayor
trascendencia, y se evalla la evolucién clinica posterior. Los pacientes con expresién mas elevada
de mRNA MxA tardan mads tiempo hasta el siguiente brote y hasta la progresién de la discapacidad.
Por el contrario, aquellos con una expresién reducida presentaban antes tanto brotes como

progresion de la discapacidad.

El desarrollo de anticuerpos en pacientes tratados con IFN-B se ha considerado una de las
principales causas conocidas de pérdida de eficacia al tratamiento. Actian uniéndose al IFN-B en
diversas regiones y siendo conocidos como NAbs aquellos que impiden la unién del farmaco a su
receptor especifico. Entre un 2 y un 42% de pacientes tratados con IFN-B desarrollan NAbs a lo largo
del seguimiento, pudiendo estos desaparecer o ser persistentes a lo largo del tiempo (54,79). Los

resultados iniciales de los estudios pivote de los tres tipos de interferdn no mostraron relacion
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entre el desarrollo de NAbs y la eficacia del farmaco (22-24). Sin embargo, en analisis posteriores
gue incrementaban el seguimiento de los pacientes se demostré que la presencia de NAbs se
correlacionaba con una disminucién de la eficacia terapéutica tanto desde el punto de vista clinico
como radioldgico (67,70,75,89). Diversos estudios han demostrado posteriormente que la presencia
de NAbs se relaciona con una reduccion de la efectividad del IFN-B presentando dichos pacientes
menor tiempo hasta el siguiente brote y un mayor nimero de brotes (76,90,91). La mayoria de
estos estudios no pudieron demostrar el efecto de los NAbs sobre la progresiéon de la discapacidad,
ya sea porque el seguimiento no fue lo suficientemente largo, porque la intensidad del efecto
buscada era excesivamente grande (incremento mayor o igual a un punto en la escala EDSS) o
porque el fracaso del tratamiento desde el punto de vista radiolégico o de los brotes propicié un
cambio de tratamiento antes de que este incremento ocurriera. De la misma forma se ha estudiado
la expresion de MxA en sus diferentes formas (tanto como proteina como mRNA) para evaluar si
una disminucidn de su expresion se correlaciona con la respuesta al tratamiento. Encontramos una
ausencia de induccién de la expresion de mRNA MxA en alrededor de un 11 a un 27% de los
pacientes en funcion del estudio (128). Varios son los estudios que han evaluado de forma conjunta
la presencia de NAbs y la expresidon de MxA concluyendo que el mMRNA de MxA resulta mds sensible
y con mayor capacidad predictiva que los propios NAbs (92,110). No es de extrafiar que esto sea asi
dado que la evaluacién de MxA identificaria no solo a los pacientes con NAbs sino también a
aquellos con otras causas de pérdida de eficacia como el desarrollo de receptores de baja afinidad o
una mala adherencia al tratamiento. Nuestros resultados se encuentran alineados con los obtenidos
en estos estudios donde los pacientes con ausencia de induccion de mRNA MxA presentan un
menor tiempo hasta el siguiente brote y por tanto una peor respuesta al tratamiento. Por otra
parte, la mayoria de estudios no han sido capaces de demostrar su efecto en la progresién de la
discapacidad, posiblemente debido a seguimientos demasiado cortos u otras causas similares a las
comentadas en el caso de los NAbs. En nuestro estudio, hemos podido observar un menor tiempo
hasta incrementar la discapacidad en los pacientes con ausencia de induccién del mRNA MxA,
aunque este efecto es pequeio puesto que se ha evaluado el incremento de 0.5 puntos en la escala
EDSS. Un mayor seguimiento hubiera permitido quizas obtener resultados similares para un efecto
mayor (incremento de un punto del EDSS). En la actualidad se acepta la repercusion
moderadamente negativa del desarrollo de NAbs en la respuesta al tratamiento con IFN-B, aunque
han sido necesarios muchos afos y los resultados de multiples estudios para llegar a esta

conclusién.
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2. Relevancia

Los hallazgos de nuestro estudio se engloban en lo que se ha venido a llamar la medicina
personalizada, es decir, seleccionar el tratamiento mas indicado para cada paciente de cara a
conseguir una respuesta terapéutica éptima evitando los efectos adversos derivados del uso de
farmacos que no sean idoneos para cada uno de ellos. Asi se plantea la busqueda de biomarcadores
de respuesta al tratamiento, como podria ser la expresién basal de MxA y la presencia de induccidn
a los 3 meses de tratamiento, que serian Utiles de cara a decidir si un paciente va a ser respondedor
a IFN-B. En caso contrario, existen en el momento actual otras opciones terapéuticas de las que el
paciente se podria beneficiar en lugar de estar sometido a un tratamiento con el que podria
presentar brotes y progresiéon de la discapacidad. Por el contrario, en caso de que los
biomarcadores muestren que serd un buen respondedor, el uso del IFN-B seria una buena opcién

terapéutica dada la amplia experiencia de la que se dispone en el momento actual.

3. Limitaciones

Estos estudios tienen una serie de limitaciones basadas principalmente en la poblacién seleccionada

para el estudio y en las variables utilizadas para el analisis.

En primer lugar, estos estudios se han realizado en pacientes con diagndéstico de EMRR segln
McDonald 2005 que no hubieran recibido tratamiento inmunomodulador previo, por tanto, no se
pueden extrapolar a otras poblaciones diferentes, como pacientes con CIS o con EMSP, o pacientes
gue hayan recibido otros tratamientos. Por otra parte, no se trata de un estudio aleatorizado en lo
que respecta a la seleccion del paciente y la eleccidén del tipo de interferén. Nuestro estudio esta

basado en priactica clinica habitual para interferir lo minimo en el seguimiento habitual.

No se ha realizado la determinacién de NAbs a través del efecto citopatico por lo que no ha sido

posible correlacionar los resultados de expresién de mRNA de MxA en el mes 12 con los NAbs.

Un mayor seguimiento de los pacientes en el tercer estudio hubiera permitido tener unos
resultados mdas precisos en cuanto a la progresién de la discapacidad, permitiendo ofrecer

resultados para el incremento de un punto en la escala EDSS. Estos pacientes contindan
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actualmente en seguimiento por lo que es posible que en el futuro podamos disponer de nuevos

datos.

Se han utilizado Unicamente variables de resultado clinicas. La utilizacidn de variables radioldgicas

nos hubiera permitido disponer de mas informacion.

Como limitaciones derivadas de la técnica utilizada nos encontramos la necesidad de procesar las
muestras inmediatamente tras la extraccion para poder conservar el RNA. Esto podria ser corregido
en el futuro utilizando tubos especificos (PAXgene tubes) que permiten conservar la muestra hasta
tres dias, pudiendo realizar la extraccion del RNA dentro de este periodo. También la falta de
estandarizacion del trabajo de laboratorio dificulta la comparacion de nuestros resultados con los

obtenidos en otros centros.

4. Perspectivas de futuro

Tras completar estos estudios, nos planteamos la estrategia a seguir en la busqueda de
biomarcadores de respuesta al tratamiento. En primer lugar, sera necesario validar los resultados
obtenidos en otra cohorte de pacientes y ademas, incluir en un segundo término pacientes con
caracteristicas basales diferentes como podria ser una cohorte de CIS o de pacientes diagnosticados

de EMSP.

Por otra parte, aumentando la precision de los resultados y evaluando su uso combinado con otros
biomarcadores permitiria incrementar el valor predictivo positivo y negativo, facilitando su

posterior aplicacién en la practica clinica diaria.
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1. La deteccion de una expresion basal de mRNA MxA baja puede ser un biomarcador util para

identificar pacientes diagnosticados de EMRR con elevada probabilidad de respuesta clinica al

tratamiento con IFN-p.

2. La presencia de una mayor induccion del mRNA MxA a los tres meses de haber iniciado el

tratamiento se asocia a una mayor probabilidad de responder clinicamente al IFN-pB.

3. La deteccion de una expresion reducida de mRNA MxA al afio de iniciar el tratamiento con IFN-$

se relaciona con una pérdida de respuesta clinica al tratamiento con IFN-.
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