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Rezumat: Scleroza multipla (SM) este o boala cronica, autoimung, demielinizanta care afecteaza adulfii
tineri. Beta interferonul (IFN - ) este principalul tratament imunomodulator Tn SM, utilizat de peste
doua decenii, dar cu mecanismul de acyiune insuficient Tnzeles. Evaluarea productiei de citokine ale
pacienilor cu SM tratayi cu IFN - B este importanta, atat pentru clarificarea mecanismelor patologice
ale SV, cat si modul de actiune al IFN - 3. Obiective: Determinarea titrului seric de IL - 10 la pacienyii
cu SM tratasi cu IFN - pla im si gasirea vreunei coréarii ntre nivelul seric al IL - 10 si datele
demografice, handicapul neurologic, durata SM si durata tratamentului cu IFN - gla. Material si
metoda. Am inclus un numar de 17 paciensi cu SM tratayi timp de cel pusin 12 luni cu IFN - gla . Pentru
detectarea cantitativa a IL — 10 a fost utilizata metoda ELISA, iar valorile au fost comparate cu cele ale
17 martori sanatosi. Rezultate. Am gasit un titru seric al IL - 10 mai mare la pacienyii cu afectare
neurologica mai redusz, durata de SM de maximum 5 ani si la pacienyi care au avut cel pusin 3 ani de
tratament cu IFN - 8 1a. Nici una dintre aceste diferense nu are o semnificayie statistica. Concluzi. Sunt
necesare mai multe cercetari pentru a stabili rolul secrefiei deIL - 10 la pacienyii cu SM tratayi cu IFN —
pla.

Abstract: Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune chronic, manly demyelinating disease that affects
young adults. Interferon g (IFN-) is the main immunomodulatory treatment in MS, used for more than
two decades but the exact mechanism of action is not totally understood. Evaluation of cytokine
production in IFN-B MS treated patients is important in clarifying both the pathological mechanisms of
MS and the IFN-5 mode of action. Objective. To determine the serum IL-10 titre in MS patients treated
with IFN-£ 1a im and to establish whether there is a correlation between IL-10 and demographic data,
neurological handicap, MS duration and treatment duration. Material and methods. A number of 17 MS
patients treated for at least 12 months with IFN-A 1a was included. For the quantitative detection of
human IL-10, the ELISA was used and the values were compared with those of 17 healthy controls.
Results. We found higher IL-10 titre in patients having a reduced EDSS, MS duration of maximum 5
years and in patients who had at least 3 years of IFN-£ 1a treatment. None of these differences has a
significant difference. Conclusions. More research is needed to establish the role of IL-10 secretion in
MS patients treated with |FN-5.

INTRODUCERE

Interleukina 10 (IL-10) este o citokina antiinflamatorie
cunoscuta casi factor inhibitor al sintezei de citokine. IL-10 este
un  homodimer avéand, pe baza structurii proteice afa
helicoidale, caracteristici similare cu cinci ate molecule umane:
IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26. La oameni, IL-10 se afla sub
control genetic al genei localizate pe cromozomul 1 si este
codificatd de cinci exoni. |L-10 este secretata de monocite,
limfocite T2 helper (Th2), limfocite T reglatoare (Treg),
mastocite si eozinofile. Expresia IL-10 este minima in tesuturile
nestimulate si se pare ca necesitda stimularea prin exo si

endotoxine. Secretia IL-10 este reglata de multi factori
responsabili de transcriptie, precum factorul de necroza
tumorala, endotoxine, catecolamine, vitamina D3,

glucocorticoizi. Functia ei este esentiala n reglarea raspunsul ui
imun, avand ma ales un mecanism reglator protector al
celulelor T Tmpotriva proceselor autoimune: scade productia de
citokine proinflamatorii (IL-17 si IL-6), chemokine, molecule de
adeziune, neutrofile, limfocite T si scade expresia complexului

major de histocompatibilitate (CMH) de clasa I, avand un rol
imunosupresiv.(1,2,3) Functia IL-10 este mediatda prin
complexul specific de receptori de suprafata, complex care
apartine familiei de receptori de citokine tip 2. Receptorii sunt
exprimati pe celulele imune precum: limfocite natural killers, B,
T, monocite etc. Interactiunea IL-10 Tn celulele imune duce la
activarea transcriptionald a sute de gene, multe dintre ele fiind
stimulate de acestea Tn vederea unui efect imunosupresiv.(4)
Scleroza multipla (SM) este o boala autoimuna a
sistemului nervos central caracterizata intr-o prima faza de
inflamatie (care poate fi influentata de tratamentele
imunomodulatoare) ce duce la demielinizare, apoi urmata de
procese degenerative cu caracter cronic care nu sunt influentate
de tratament. SM este caracterizatd printr-un polimorfism
genetic, fiind descrise mai mult de 130 de gene ca avand un
impact asupra susceptibilitatii de a dezvolta boala. O parte din
gene sunt situate In zona CMH. Pana acum cercetarile nu au
evidentiat un locus major susceptibil, dar interactiunile dintre
numeroasele gene sunt supuse dezbaterilor. Multe studii nu au
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reusit sa asocieze alelele IL-10 cu progresia SM.

Paradigma moderna privind imunopatogenia SM se
refera la rolul limfocitelor Th 17 care joacid un rol central Tn
activarea cascadei proinflamatorii. Tn encefalomielita autoimuni
experimentald (EAE), Tn modelul experimental pe soareci, [L-10
pare si fi avut un efect protectiv prin producerea celulelor T
reglatoare CD4+25 care in fina inhiba producerea ce citokine
pro-inflamatorii de catre Thl (efect imunosupresiv).(2)

In tratamentele imunomodulatoare din  SM,
interferonul beta (IFN B) a jucat un rol central in ultimii 20 de
ani. Chiar daci IFN B este folosit Tn Tntraga lume, mecanismul
de actiune nu este pe deplin elucidat. Multe studii au demonstrat
ci IFN B Tsi exercitdi actiunea antiinflamatorie prin celule
dendritice si macrofage si stimuleaza expresia IL-10. Studiile au
aratat ca tratamentul cu interferon mediaza producerea IL-10
prin stimularea unel populatii de limfocite T antigen specifice.
Tn schimb, IL-10 inhiba raspunsul mediat inflamator /autoimun
al limfocitelor Th 17.(4)

Am determinat titrul de IL-10 Tn serul pacientilor
tratati cu IFN B-laintramuscular pe o durata mai lunga de 1 an.
Scopul nostru a fost gasirea corelatiilor dintre titrul seric a IL-
10 si deficitul neurologic, véarsta pacientului, forma clinica de
SM, durata bolii, numarul puseelor Tn anul anterior testarii si
durata tratamentului cu IFN B 1a

Pacienyi

Acesta este un studiu prospectiv care a inclus 17
pacienti consecutivi cu SM forma recurent remisivd (RR) si
secundar progresiva (SP), tratati cu IFN 8 1a intramuscular (cel
putin 18 luni) Tn Centrul Regiona de Scleroza Multipla Téargu
Mures. Pacientii au fost recrutati intr-o perioada de 3 luni: 1
februarie 2014 - 1 mai 2014. Toti pacientii au fost caucazieni,
diagnosticati cu SM pe baza criteriilor Mc Donald 2010.(5) Am
inclus pacienti adulti cu SM care nu au prezentat pusee cel putin
30 de zile Tnaintea includerii, fara tratament steroid, ce au
semnat consmgamantul informat. Evauarea handicapului
neurologic a fost facutd pe baza scalei de dizabilitate EDSS.
Criteriile de excludere au fost: ). tratament cu metil prednisolon
sau orice at corticoid Tn ultimele 30 de zile; b). boli cronice
(digbet zaharat, ate boli autoimune, neoplazii, HIV, boaa
Lyme, sifilis etc.) asociate cu SM; ¢). sarcing; d). tratament cu
imunosupresoare. Am inclus un numar de 17 subiecti sinatosi in
grupul de control cu vérsta si sexul similare lotului de pacienti.

Toti pacientii au semnat un consimgamant informat
care a fost aprobat de Comisia locala de etica. Studiul a
respectat Declaratia de laHelsinki. Toti pacientii cu SM au avut
un card de urmarire ce contine a) date demografice (varsta, sex);
b) istoric medica; c) durata SM; d) EDSS; €) numarul
recurentelor Tn anul anterior testarii serologice; f) durata
tratamentului cu IFN-$ 1a
Madasurarea IL-10

Probele sanguine au fost recoltate de la 34 de subiecti,
iar serul obtinut dupa centrifugare la 2000 x timp de 15 minute a
fost stocat prin congelare la -70°. Pentru depistarea cantitativa a
IL-10 umane a fost utilizat kitul International DRG IL-10
ELISA (cod DRG EIA-4699). in conformitate cu instructiunile
de utilizare ae kitului, intervalele de referinta au fost date strict
pentru ghidare. DRG a dat orientativ rezultatul 1a 32 de probe de
la subiecti sinatosi cu valori intre 0-3,3 pg/dl, cu o valoare de
eroare de 0,2 pg/dl. Asa cum fiecare laborator trebuie si Tsi
stabileasca valorile de referinta si noi am notat valorile serice ale
IL-10 lafiecare pacient si le-am comparat cu valorile subiectilor
sinitosi.
Metode statistice

Pentru prelucrarea datelor am folosit baza de date

Excel ce apermis aplicareaunel serii de teste. Folosind software
de statistica, datele au fost testate pentru evidentierea distributiei
Gaussiene si apoi am aplicat teste parametrice si  non-
parametrice. Datele parametrice sunt prezentate ca si media si
deviatia standard (DS), iar datele non-parametrice sunt mediana
si range-ul. Am aplicat testul t-Student, Mann Whitney,
Wilcoxon. Andiza coreaiilor a fost facuta utilizénd
coeficientul de corelagie Spearman. Valoarea p s-a bazat pe teste
statistice two-tailed, stabilindu-se canivel de semnificatie 0,05.

REZULTATE

Principalele date clinice si demografice ale celor 17
pacienti (12 femei si 5 barbati) sunt prezentate Tn tabelul 1. Am
inclus si  caracteristicile subiectilor sinatogi care sunt
compatibile ca sex si varsta cu pacientii.

Vérsta medie a pacientilor testati a fost de 40.7 ani si
durata medie a bolii de 10.1 ani. Aceastd perioada lungi a
determinat la 5 pacienti evolutia spre forma SP de SM, in timp
ce restul au ramas la forma RR. Cazurile noastre au avut putine
pusee (0,5) Tn anul precedent testarii, dar cu o deviatie standard
importanta deoarece unul dintre pacienti are o forma agresiva de
SM cu 3 recurente in ultimul an (o tanara Tn varsta de 26 ani la
care SM afost diagnosticata la varsta de 14 ani; in urmacu 6 ani
s-a initiat tratament imunomodulator cu glatiramer acetat;
tratamentul a fost oprit dupa 4 ani deoarece pacienta a dezvoltat
lipodistrofii severesi in ultimii 2 ani a urmat tratament cu IFN-3
sub care boala nu este controlata, n faza de remisie pacienta
avand EDSS de 3.0; ultimul puseu s-a datorat unel placi de
demidlinizare de la nivelul emisferei cerebelare stangi cu ataxie
severd; a raspuns favorabil la tratamentul cu corticosteroizi;
intentionam sa escaladam tergpia imunomodulatoare cu
natalizumab i.v. lunar).

Majoritatea pacientilor nostri
ambulatori cu 0o medie aEDSS-ului de 2.7.

Nivelul seric a 1L-10 a fost mai redus la pacientii cu
SM comparativ cu subiectii sanatosi (2.9 vs 3.19).

au fost complet

Tabelul nr. 1. Date demografice si clinice privind pacientii
cu SM si ale subiectilor sianatosi; titrul seric al IL-10 n
ambele grupetestate

Toti pacientii Subiectii
Sanatosi
n=17 n=17
Vérsta de debut a SM (ani) | 31,29+ 11,59 | 32,29 + 7,48
+SD
Vérstalatestare (ani)=SD 40,70 £ 14,97
Durata tratamentului (ani) | 4,29 + 3,40
+SD
Durata SM (ani) £ SD 10,11 + 6,08
Bar bati/Femei 5/12 5/12
EDSSt+ SD 2,73+184
Numir de pusee n ultimul | 0,52+ 0,87
ant SD
IL-10 (pg/dL) + SD 2,90+258 3,19+2,77
SMSP/SMRR 5/12

Am studiat daca exista vreo legatura statistica ntre
valorile serice ale IL-10 si diferite caracteristici de pacientilor
cu SM. Pentru a ne atinge scopul am Tmpartit pacientii Tn diferite
grupe in functie de: 8@ EDSS (maxim 3 cand pacientul are
ambulatia completa fara vreo restrictie de mers si mai mare de 3
pentru pacientii cu un handicap moderat); b) durata SM (maxim
5 ani de evolutie si mai mult de 5 ani de evolutie a SM); ¢)
durata tratamentului cu IFN-B 1a (durata scurta de maximum 3
ani si peste 3 ani); d) forma de SM (RR vs SP). Datele statistice
pe care le-am obtinut sunt prezentate Tn tabelul numarul 2.
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Tabelul nr. 2. Nivelul serical I1L-107n diferite grupe de pacienti

EDSS Durata SM (ani) Durata tratamentului (ani) Forma de SM
<3 >3 <5 >5 <3 >3 SMRR SMSP
IL-10 (pg/dl) | 3,11+270 | 2,68+2,60 3,45+3,62 2,67+2,18 2,70+2,75 3,14+2 54 2,78+2,42 3,21+3,22
La pacientii cu un handicap neurologic usor noi. Totusi am gasit un nivel scazut (insa fara semnificatie

(EDSS<3), nivelul seric ad IL-10 a fost mai mare, dar fara
semnificatie statistica, comparativ cu pacientii cu SM mai sever
afectati, cu EDSS ma mare. De asemenea, durata bolii a
influentat secretia de 1L-10, nivelul seric fiind mai mare n
stadiile precoce de evolutie ale SM, dar fara semnificatie
statistica. O duratd mai lunga de tratament cu IFN-f la s-a
asociat cu un nivel mai crescut de IL-10, dar fara diferenta
statistic semnificativa intre cele doua grupuri.

Evauarea producerii de citokine la pacientii tratagi cu
IFN-B1 este importanta Tn vederea elucidarii mecanismelor
patologice a SM si a mecanismelor de actiune ale IFN-$. 1L-10
este markerul celuledlor Th-2, care au efect antiinflamator Tn
multiple boli autoimune, inclusiv SM.

n majoritatea modelelor de EAE, IL-10 are rol in
prevenirea bolii demielinizante, in timp cerolul IL-10in EAE in
perioada de stare este inca neclar.(2)

Date recente aratda ca IL-10 are rol ma mult in
toleranta imuna, mai putin Tn imunitate per se. O cantitate
importanta a IL-10 este secretata de Treg. Inductia acestei
citokine determina activarea STATD, care angajeaza factorul de
transcriptie Foxp3 (foarte important Tn transferul tolerantei
imune, mai ales a tolerantei self).(6,7,8) Desi IL-10 este
considerata cea mai importanta citokina anti-inflamatoare avand
rol Tn inhibitia productiei de citokine pro-inflamatorii, unele
studii au gasit date contradictorii. Unii autori au gasit nivel
scazut de IL-10 la pacientii cu SM (9), Tn timp ce alti cercetatori
(10) au gasit un numar crescut de celule mononucleare
periferice, care exprima mRNA pentru IL-10.

Tn tratamentul sclerozei multiple, IFN-B are un rol
clinic important: scade rata de recurente si severitatea lor,
progresia  dizabilitatii  si  dezvoltarea  leziunilor  noi
demidlinizante pe IRM in ponderatie T2. Mecanismul de actiune
nu este pe deplin cunoscut. Numeroase studii au ncercat sa
demonstreze efectul imunoreglator a |FN-p prin dozarea din ser
a diferitilor biomarkeri de inflamatie. Tratamentul cu IFN-B a
crescut nivelul seric de IL-10, mai ales pe caile I1L-17/IL-10.
(11,12) Carrieri si colab. au studiat efectul IFN asupra secregiei
de IL-10 si IL-12 la pacientii cu SMRR si au gasit ca pacientii
care raspund favorabil la tratamentul cu IFN-B (lipsa de
activitate a bolii sub tratament timp de un an) productia de IL-10
afost semnificativ crescuta.(13) Krakauer si colab.(14) au gasit
0 expresie crescutda de mRNA de IL-10 dupa tratamentul SM cu
IFN-B. IFN-B lasi 1 b influenteaza diferit nivelul de citokine:
primul creste productia de IL-10 si IL-4 (efect antiinflamator),
n timp ce IFN-B 1b scade nivelul de IFN-y, care este un citokin
pro-inflamator. IFN-f 1a produce o schimbare a profilului de
citokine catre un fenotip Th2.(16)

IL-10 este utila pentru determinarea rolului
limfocitelor B regulatorii Tn SM: celulele B la pacientii cu SM
prezinta 0 secrejie scazuta de IL-10, sugerdnd un defect in
efectul regulator a celulelor B.(15) Grupul din Stockholm a gasit
Cca pacientii cu SM netratata prezinta un nivel scazut a celulelor
mononucleare secretante de IL-10 comparativ cu grupa control,
dar la pacientii tratati cu IFN-f aceasta diferentd dispare.(17)
Contrar acestor rezultate, Salmaggi si colab.(18), urmarind
nivelul de IL-10 la pacientii cu SM activa sau clinic stabila nu
au gasit diferente, comparativ cu grupa control (subiecti
sinatosi). Aceste date sunt concordante cu datele obginute de

statistica) de IL-10 la pacientii cu SM comparativ cu grupa
control, demonstrdnd ca o boala autoimuna ca SM necesitd o
schimbare citre un mediu proinflamator cu o sciadere primara
sau secundara a citokinelor antiinflamatorii, calL-10.

O alta discutie este momentul in SM (recurente sau
remisiuni) cand IL-10 este secretat Tn cantitati crescute. Se
presupune ci Tn timpul recurentelor de SM, nivelele mai
crescute de I1L-10 se datoreaza stimularii  mecanismelor
reglatoare, care suprima procesul autoimun.(13) Alti autori, ca
Trenova si colab. (19) au gasit o secretie crescutd de mediatori
cu efect opus (IFN-y, IL 10) in timpul remisiilor, demonstrand
un dezechilibru persistent Tn sistemul Th1-Th2.

Tntr-un studiu efectuat pe creiere umane postmortem a
pacientilor cu SM, Hulshof si colab. (20) au gasit un pattern
specific de localizare si expresie ale proteinelor pentru IL-10 la
pacientii cu SM 1n diferite stadii de dezvoltare, demonstrand ca
IL-10 participa Tn constituirea leziunilor cronice Tnh SM.

Discrepanta dintre rezultatele noastre i datele
publicate sunt in: @) populatia testata (durate diferite ale SM), b)
durate diferite ale tratamentului cu IFN-B, c) vérsta pacientilor,
d) lipsa activitatii fizice la majoritatea pacientilor, deoarece
exercitiile cresc nivelul de IL-10 (21), €) includerea formelor de
RR si SP, f) includerea pacientilor doar in fazainactiva abolii.

Tn concluzie, este nevoie de cercetiri suplimentare
pentru a stabili daca scaderea secretiei de IL-10 la pacientii cu
SM tratati cu IFN-p la este cauza si/sau consecinta
mecanismelor autoimune complexe, care declanseaza si intretin
cascada demielinizarii in SM.
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