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Protein MxA a jeho vyznam pro véasnou diagnostiku
virovych infekci véetné SARS-CoV-2
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SOUHRN

Myxovirus resistentni proteiny maji tésnou spojitost s interferony a jejich metabolickymi ucinky. MxA protein ma pfimou an-
tivirovou aktivitu, je Ucinny jak proti nuklearnim, tak i cytoplazmatickym virdim. Lokalizace MxA v cytoplazmé a jadie umoz-
fuje zacileni na viry, které se mohou replikovat v obou kompartmentech. Genova exprese je strikine regulovana vyhradné
interferony prvniho a tretiho typu. MxA o hmotnosti 76 kDa patfi do rodiny interferonem indukovanych GTPaz. MxA je
vyuzivan jako marker virovych onemocnéni, nebot jeho koncentrace se vyznamné zvySuje v disledku virové infekce jiz za
1,2 hodiny a vrcholu dosahuje po 16 hodinach. Kvalitativni stanoveni MxA se provadi pomoci point of care imunotestu la-
teralniho toku nebo kvantitativné metodou ELISA. Klinické vyuziti MxA bylo popsano predevsim na oddélenich urgentniho
prijmu a v pediatrii, zejména u pacientl s horeckou a s priznaky akutni respiracni infekce véetné SARS-CoV-2. Stanoveni
MXxA proteinu v kombinaci s CRP by mohlo byt velmi cennym vySetfenim pro véasnou diagnostiku virové infekce a odliseni
infekce bakteridlni. Rozhodovaci limity se liSi podle pouzité analytické metody a vySetfovaného biologického materialu.
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SUMMARY

Sramkova M., Lehnert P., Priisa R.: MxA protein and its application in early diagnosis of viral infections
including SARS-CoV-2

Myxovirus resistant proteins are closely related to interferons and their metabolic effects. MxA protein has direct antiviral
activity, it is effective against both nuclear and cytoplasmic viruses. The localization of MxA in the cytoplasm and nucleus
allows the targeting of viruses that can replicate in both compartments. Gene expression is strictly regulated exclusively by
first and third type interferons. 76 kDa MxA belongs to the family of interferon-induced GTPases. MxA is used as a marker
of viral diseases, as its concentration increases significantly due to viral infection as early as 1.2 hours and peaks after 16
hours. Qualitative determination of MxA is performed by a point-of-care lateral flow immunoassay or quantitative by ELISA.
The clinical use of MxA has been described primarily in emergency departments and pediatrics, especially in patients with
fever and symptoms of acute respiratory infection, including SARS-CoV-2. Determination of MxA protein in combination
with CRP could be a valuable test for early diagnosis of viral infection and differentiation of bacterial infection. Decision

limits vary depending on the used analytical method and the biological material being investigated.
Keywords: myxovirus resistance protein, interferon, viral infections.

Uvod

Myxovirus resistentni proteiny maji tésnou spojitost
s interferony a jejich metabolickymi Ucinky. Pred vice
nez 60 lety byl objeven protein nazvany interferon, ktery
dokaze inhibovat replikaci viru chfipky [1]. Dnes je zna-
mo nékolik desitek interferond, které patii do skupiny
cytokinl a hraji klicovou roli v iniciaci imunitni odpovédi
proti virové infekci. Podileji se také na jinych bunécénych
procesech jako proliferace, diferenciace nebo angio-
geneze. Interferony jsou diky své funkci v soucasné
dobé vyuzivany terapeuticky. Jsou produkovany hlavné
bunkami imunitniho systému, ale mohou je syntetizovat
i dalsi bunky, napr. fibroblasty. Interferony jsou klasifiko-
vany do tif typd. Lisi se strukturou a typem receptoru,
na ktery se vazou a kterym je prenasen signal déle do
bunky (obr. 1).

Interferon prvniho typu bylo zatim identifikovano
osmnact. Tvori dvé velké rodiny oznacené rfeckymi pis-
meny: INFa a INFB. Vyskytuji se ve formé& monomeru a

maji silny antivirovy potencial. Dokazi inhibovat virovou
replikaci, stimulovat NK bunky, zvysit expresi MHC |
(major histocompatibility complex I) molekul a tim se
odhalit antigendim cytotoxickych T bunék. Funkce in-
terferon( prvniho typu je tedy vyznamnéa pro zahdjeni
masivni imunitni odpovédi proti virové infekci a navozeni
virové rezistence v bunkach. INFa ma 13 podtypl. Jde
o glykoproteiny, které se vazou na ubikvitné rozsiteny
IFNa (a INFB) receptor. Ten je slozen z podjednotek
IFNAR1 (interferon alpha and beta receptor subunit 1)
a IFNAR2 (interferon alpha and beta receptor subunit
2). Vazba INF prvniho typu na INFAR iniciuje signalizacni
kaskadu (nejCastéji pomoci signalni drahy JAK [Januse
kinase] - STAT), ktera vede k indukci vice nez 300 in-
terferonem stimulovanych gend, tzv. ISG [2]. Tyto geny
se prevazné podileji na vrozené imunitni odpovedi. Né-
které hraji roli ve vyvolani antivirové aktivity. Signal je po
vazbé k receptoru dale prenasen pomoci STAT1 (signal
transducer and activator of transcription 1) a TYK2
(tyrosine kinase 2). Fosforylace IFNAR1 prenasi signal
k aktivatordm transkripce (STATS). STAT homodimery
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Fig. 1: Interferon receptor signalling (upraveno dle [7]). The action of the IFNs is mediated through three receptor complexes:
a heterodimer of IFNAR1 and IFNAR2 binds type | IFNs; the interleukin-10 IL-10R2 associates with IFNLR1 to bind the three
IFNA subtypes; and a tetramer consisting of two IFNGR2 (IFNy receptor 2) chains and two IFNGR1 chains binds dimers

of type Il

se poji s interferonovym regulacnim proteinem 9 (IRF9)
a tim dochazi k tvorbé interferony stimulovanému ge-
nového faktoru 3 (ISGF3) nebo STAT homodimery vy-
tvareji IFNy aktivacni faktor (GAF) (u interferond druhé-
ho typu). Tyto komplexy se translokuji v jadfe a vedou
k tvorbé ISG genl z interferonem stimulovanych re-
sponse elementl (ISREs) nebo gama aktivovanou se-
kvenci (GAS) promotoru (obr. 1). ISG se prevazné po-
dileji na vrozené imunitni odpovéedi. Nekteré maji podil
prave na vyvolani antivirove aktivity. IFNAR deficitni mysi
maji vyS$Si nachylnost k virovym infekcim, ale jsou rezi-
stentni vici mikrobidlnim patogentm jako napf. Listeria
monocytogenes [3]. Podobné lidé se snizenou aktivi-
tou IFNAR signalni drahy STAT1 a TYK2 maji zvySenou
mortalitu v ddsledku virovych onemocnéni [4]. Velky
pocet ISG kdduje tzv. pattern recognition receptors
(PRR), které dokazi detekovat virové Castice a modulo-
vat aktivitu signélni dréhy nebo transkripénich faktord
tvoricich amplifikacni smyCku, ktera vede ke zvySeni
produkce interferon(. Tim brani rozsiteni viru a zame-
zuji tak vzniku onemocnéni. Nékteré ISG kdduiji proteiny
s pfimou antivirovou aktivitou. Jde o proteiny, kte-
ré naprl. katalyzuji cytoskeletalni remodelaci indukujici
apoptdzu nebo regulujici post-translacni udalosti (napf.
splicing mMRNA, editaci mRNA). Pfikladem téchto pro-
teinl jsou interferonem-stimulovany protein o 15 kDa
(ISG15), ribonukleaza L, protein kinaza R (PKR) nebo

Mx (Myxovirus resistence protein), ktery patfi mezi GT-
Pazy (obr. 1). Diky témto viastnostem je Mx vyuzivan
jako marker virovych onemocnéni, nebot jeho koncen-
trace se zvySuje v dUsledku virové infekce [5]. Déle se
vyuziva jako ukazatel uspésnosti 1€Cby interferonem 3
u roztrousené sklerdzy [6].

Interferony druhého typu jsou reprezentovany pouze
jednim Clenem, IFNy. Ten diky vazbé na IFNy receptor
(IFNGR) (obr. 1) zprostfedkovava v pritomnosti mikrob(
nebo vir( Sirokou imunitni odpovéd:. IFNy je exprimovan
ve vSech typech bunék s vyjimkou erytrocytl. IFNy do-
kaze zvysit expresi nejen MHC 1, ale i MHC II. Posledni
popsany treti typ interferond zahrnuje t¥i produkty genu
IFNA. Tyto interferony se vazou na IFNA receptor 1 (zna-
my jako IL-28Ra) a IL-10R2 (znamy jako IL-10Rp) (obr.
1). Podobné jako interferony prvniho typu se podileji na
regulaci antivirové odpovedi. Funkéné jsou si interfero-
ny prvniho a tretiho typu podobné a vzhledem k tomu,
ze K jgjich produkci dochazi zejména v epitelu, tvori prv-
ni obrannou linii proti virdm.

Mx proteiny

Mx proteiny jsou kédovany geny MX1 (21g22.3) [8]
a MX2, které patfi mezi ISG [9]. Prvné byl Mx identifi-
kovan u mysi jako protein, ktery je zodpovedny za rezi-
stenci k letalnimu viru chfipky typu A. Pfimy ucinek Mx
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byl prokazan faktem, ze antivirova aktivita zijicich bunék
se neutralizovala mikroinjekci specifickych protilatek
[10]. Mimo to je exprese Mx spojovana se zvysSenou cit-
livosti bunék k apoptotickym stimuldim [11] a k inhibici
Siteni nadorovych bunék [12]. U lidi reprezentuii tyto ISG
GTPazy proteiny MxA a MxB. MX1 gen o velikosti 33
kb obsahuje 17 exon(l [13]. Oblast MX1 genu je vysoce
homologni s mySim Mx v oblasti mezi 6. a 16. exonem
[14]. Ukazalo se, ze antivirové schopnosti ma pouze
MxA, a ten je UCinny jak proti nuklearnim, tak i cyto-
plazmatickym virlim [15]. S tim souvisi lokalizace MxA
v cytoplazmé a jadre. Rlzna distribuce MxA umozZnuje
zacileni na viry, které se mohou replikovat v obou kom-
partmentech. Genova exprese je striktné regulovana
vyhradné interferony prvniho a tfetiho typu. Mezi viry,
které jsou snadno eliminovany prostrednictvim MxA,
patfi napfiklad orthomyxomavirus, paramyxomavirus,
rhabdovirus, togavirus. MxA dokaze inhibovat také in-
fekce zpUsobené viry z Seledi Bunyaviridae [16] stejné
jako Klinicky vyznamny virus Coxsackie (Picornaviridae)
a virus hepatitidy typu B (Hepadnaviridae) [17]. MXA je
exprimovan v téle v rliznych typech bunék, napt. v he-
patocytech, endotelidalnich bunkach, mononuklearnich,
dendritickych a dalSich. Exprese Mx je Siroce vyuzivana
jako marker interferonové aktivity v experimentalnich
a klinickych studiich [18, 19].

Struktura a funkce MxA proteinu

MxA o hmotnosti 76 kDa (662 aminokyselin) patfi
do rodiny interferonem indukovanych GTPaz, ktera se
podili na obrané proti intracelularnim patogendm. MxA
proteiny jsou svymi biochemickymi a strukturalnimi
vlastnostmi velmi podobné tfidé dynaminu podobnym
GTPazam, které zprostredkovavaji zakladni bunécné
procesy, jako je napiiklad remodelace membrany [20].
MXxA je Uzce spojeno s intracelularnimi membranami,
zejména s endoplazmatickym retikulem [21], vyuzi-
vanym mnohymi patogeny pro intracelularni replikaci
[22]. Pokud se nachazi virus v blizkosti hladkého en-
doplazmatického retikula, MxA dokéze zmapovat exo-
cytické procesy v bunice a zprostredkovat vezikularni
transport s cilem zachytit virové komponenty, které tak
mohou byt degradovany, a tim zabranit replikaci viru
[23]. MXA je slozen jako ostatni dynaminu podobné
GTPazy z domény N-terminalniho konce (G), centralni
stfedové domény (MD), GTPazové efektorové domény
(GED) a karboxy-terminélniho konce (CD). Mx vytvari
tetramery a ma slabou vazbu ke guaninovym nukleo-
tidm. Oligomerizace je zavisla na koncentraci a je sti-
mulovana aktivaci GTPazami [24]. Jak MD, tak GED
jsou zapotrebi k rozpoznani cilovych virovych struktur.
Hlavnim cilem se zdaji byt struktury podobné nukleo-
kapsidu [25]. MxA ma, co se tyCe struktury, tendenci
tvofit vysoce usporadané oligomery, nejCastéji tetra-
mery, pficemz toto usporadani je zasadni pro ucinné
rozpoznani cilovych virovych &astic. Elektronova mikro-
skopie purifikovaného MxA odhalila strukturu oligomerCi
ve tvaru kruhu o rdznych primérech [23]. K doméné
G se vazi a jsou zde hydrolyzovany GTP, zméni kruho-
vitou strukturu do vzhledu spirél a stoht kruhd. Podob-

né vypada krystalicka struktura zminéného dynaminu.
V pritomnosti lipozom@ se Mx shlukuje do uniformnich
kruhd, coz vede k tubulizaci lipozédmu [23]. Shlukovaci
proces zahrnuje domény CD a GED. Tyto dvé domény
spoleCné vytvareji dlouhé alfa helikalni struktury zvané
LStalk” (stonek). Krystalicka struktura stalku jiz byla ob-
jasnéna [24], pfipojeni k GTP doméné se nachazi na
jednom konci stalku, zatimco z druhého konce je pfi-
pojen ke dvéma postrannim retézctim.

Moznosti laboratorniho stanoveni protei-
nu MxA

MXxA Ize méfit pomoci prenosného in vitro point of
care kvalitativniho testu FebriDx, ktery detekuje ze vzor-
ku kapilarni krve z prstu jak MxA, tak i CRP. Test distri-
buuje americka firma Lumos diagnostics (Florida, USA)
anatrh byl uveden v roce 2020. V Evropé, Velké Britanii
a v Kanadg je schvalen pro klinickou IVD diagnostiku,
v USA je aktualné ve schvalovacim procesu FDA. Test
je uréen k rozliSeni virové a bakterialni infekce, idealné
u pacientl s horeckou a pfiznaky akutni respiraéni in-
fekce. Test je cenové dostupny a nevyzaduje instru-
mentaci, vysledek Ize odecist po 10 minutach. Jedna se
o imunotest lateralniho toku pouzivajici dvé monoklo-
nalni protilatky proti MxA a CRP. Baleni testu obsa-
huje lancetu k propichnuti bfiSka prstu. Prvni kapka
se otfe a pak pod Uhlem 45 stupnil se necha vtékat
krev do komUrky. Nasledné zmackneme tlacitko, které
vhani pufr s krvi k protilatkam a dojde k imunoreakci.
Vysledek se odecita vizualné v podobé vybarveného
prouzku u jednotlivych analyt( v pripadé pozitivity. Pra-
hova hodnota pro detekci MxA je 40 pg/L a pro CRP
20 mg/L. Beard a kolektiv pouzili tento test k detekci
MxA jako markeru indukovaného tvorbou interferon(
v disledku antivirové odpovédi organismu u hospitali-
zovanych pacient( k rozliseni chripky béhem chripkové
sezony, pficemz test vykazoval citlivost 75 % a speci-
ficitu 91 % [26]. Clarc a kolektiv méli za cil zhodnotit
presnost FebriDx testu, ktery pouzivali k identifikaci ko-
ronaviru (SARS-CoV-2) u hospitalizovanych dospélych
pacientll s podezienim na SARS-CoV-2 béhem prvni
viny pandemie. Vychazeli z faktu, ze MxA je signifikant-
né vyssi u COVID-19 pozitivnich pacientll. Senzitivita
FebriDx testu k urCeni SARS-CoV-2 byla 93 % a speci-
ficita 86 % [27].

Dale Ize stanovit koncentraci MxA z piné krve (z bu-
nécného lyzatu) pomoci ELISA (enzyme-linked immuno
sorbent assay) metody (napf. BioVendor R&D). Kity jsou
k pouziti pouze pro védecké Ucely. Kit firmy BioVen-
dor ma meéici rozsah 0,375 — 12 pg/L, limit detekce
0,001 pg/L. Jedna se o sendviCovou metodu s dve-
ma monoklonalnimi protilatkami proti GTP vazebné do-
meéne. Vyrobce pouziva biotinem znaCenou protilatku.
Analyza trva priblizné tfi hodiny. Normalni hodnoty MxA
namérené touto soupravou jsou <10 pg/L, u virovych
infekcf jsou typické hodnoty 40 — 200 pg/L.

Genovou expresi MxA Ize sledovat pomoci kvantita-
tivni real time RT-PCR (polymerdzova fetézova reakce
s reverzni transkripci) analyzou mRNA. Timto zpUso-
bem kontrolovali Uspésnost terapie roztrousené sklerd-
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zy interferonem. Nejprve se za pomoci komercniho kitu
izoluje MRNA z krve a dale se zméfi koncentrace mRNA
MXxA, ktera je vztazena k mRNA genu GAPDH (glycer-
aldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza), jehoz exprese na sti-
mulaci interferonu nereaguje a z0stavéa stabilni. Geno-
va exprese MxA je vyjadifena pomeérem komparativnich
koncentraci MxA/GAPDH [6].

Protein MxA - biomarker virovych infekci

Svétova zdravotnicka organizace schvdlila na svém
68. sjezdu plan k zvladnuti antibiotickeé rezistence. Jeden
z péti hlavnich cilll tohoto planu bylo optimalizovat uzi-
vani antibiotik [28]. Zhruba 80 % antibiotik je prede-
pisovano v primarni péci a z toho velka ¢ast na lécbu
infekci respiracniho traktu [29]. Zavazné virové infekce
jsou velmi Casté predevsim u déti. Uzivani antibiotik je
pfi nich zbytecné a navic se jejich nevhodnym podanim
zvySuje antibioticka rezistence bakterialnich kmen( [30].
Preskripce antibiotik je zalozena malokdy na zakladée
stanoveni definitivni diagndzy, proto je zapotfebi rych-
Iého, efektivniho, cenové dostupného markeru, ktery by
zajistil optimalni uzivani antibiotik.

MxA jako jeden z novych biomarker( vykazuje slibné
vysledky. MxA je intracelularni protein, tudiz jeho detek-
ce je zavisla na jeho uvolnéni z bunék. MxA mlze byt
detekovan v kapilarni krvi, coz je vyhodné zejména v pe-
diatrii. Koncentrace MxA v periferni krvi se ukazala byt
senzitivnim a specifickym markerem virové infekce [31,
32]. U zdravych jedincl je jeho koncentrace < 50 pg/L.
K jeho produkci dochazi uz 1,2 hodiny po infekci a bio-
logicky polocas je 2,3 dne [33]. Koncentrace MxA do-
sahuje svého vrcholu po 16 hodinach a zlstava zvysena
spolu se zvySenymi koncentracemi interferond. Virova
infekce indukuje zvySeni koncentrace MxA a jen mirné
zvySi koncentraci CRP, coz je naopak vhodny marker
bakterialni infekce [34]. MxA je indukovan interferony,
proto jejich produkce mize byt indukovéana i autoimu-
nitnimi chorobami nebo hematologickymi malignitami.
Proto u téchto pacientl neni detekce MXxA relevantni
[35].

Toivonen a kolektiv odebralivzorky krve a stéry z nosni
sliznice 153 détem s priznaky respiracniho onemocnéni
a 77 détem bez priznakd. MxA byl stanoven pomoci ELI-
SA metody a pritomnost respiracnich vird byla vySetfena
pomoci PCR. U symptomatickych déti byly respiracni
viry potvrzeny v 81 %. Tito symptomatiCti pacienti méli
signifikantné vyssi koncentraci MxA, median byl 695
(845 - 1370) pg/L ve srovnani s kontrolni skupinou 110
(65 - 170) pg/L. U asymptomatickych déti nebyly pozo-
rovany rozdily v koncentraci MxA mezi virus pozitivnimi
a negativnimi. Stanovili cut-off hodnotu 175 pg/L, ktera
vykazuje 92% senzitivitu a 77% specificitu pro respirac-
ni virovou infekci [36]. Do studie Engelmana a kolektivu
byly zahrnuty 533 déti, ale potvrzené virové onemocnéni
jich mélo 41. Krev byla odebrana skupiné déti s potvrze-
nou virovou infekci, dale s bakterialnim onemocnénim,
zdravym, a skupiné déti s neznamou infekci. Ve studii
byly pouzity k detekci MxA dva typy monoklonalnich
protildtek, jedna zacilena proti C terminalnimu konci
a druha proti N terminalnimu konci pomoci sendvicové
imunoanalyzy. Stanovili hodnotu cut-off 200 pg/L, pfi

které je senzitivita 96,4 % a specificita 66,7 %. Autofi se
zamysSleli nad potvrzenym bakterialnim onemocnénim,
pfi kterém jsou soucasné detekovany zvySené hodnoty
MxA. Bakteridlni infekce v takovém pripadé predjima tu
virovou. Vysvétlenim mize byt fakt, ze MxA z(istava zvy-
Sené aZz po dobu deseti dnl po virovém ataku, kdeZto
interferony maji oproti tomu velmi kratky polocas [37].
Autofi dale provedli korelaci s CRP. Hodnota CRP nizsi
nez 40 mg/L v kombinaci s MxA vySsi nez 200 ug/L
sveddi pro virovou etiologii. Kombinace téchto biomar-
ker(l zna¢né zlepSuje management léCby déti vykazujic
klinické znamky infekce [38].

Zaver

Stanoveni MxA proteinu v kombinaci s CRP by moh-
lo byt velmi cennym vySetfenim pro diagnostiku virové
infekce a odliSeni infekce bakterialni, zejména u paci-
entl s horeckou a priznaky akutni respiracni infekce.
Rozhodovaci limity se lisi podle pouzité imunochemické
analytické metody, vySetfovaného biologického materia-
lu, Klinického kontextu a volbé poméru mezi senzitivitou
a specificitou.

Seznam zkratek

CD karboxy-terminalni konec
ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
G doména N-terminalniho konce

GAF IFNy aktivacni faktor
GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza
GAS gama aktivovana sekvence
GED GTPazova efektorova doména
IFNAR1 interferon alpha and beta
receptor — podjednotka 1
IFNAR2 interferon alpha and beta
receptor — podjednotka 2
IFNGR IFNy receptor
IRF9 interferonovy regulacni protein 9
ISGF3 interferony stimulovany genovy faktor 3
ISREs interferonem stimulované response elementy
JAK Janus kinaza
MD centralni stfedové domény
MHC | major histocompatibility complex |
Mx Myxovirus resistence protein
PKR protein kindza R
PRR pattern recognition receptors
RT PCR polymerazova fetézova reakce
s reverzni transkripci
STAT1 signalni transducer a aktivator transkripce 1
TYK2  tyrosinova kinaza 2
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