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1. INTRODUCCION

1.1. JUSTIFICACION E INTERES ACTUAL DEL TEMA

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crénica del sistema nervioso central,
de caracter autoinmune en la que se produce desmielinizaciéon asociada a dafio
axonal'. En el curso inicial de la enfermedad se produce inflamacidn transitoria
seguida de remielinizacién, procesos que disminuyen a medida que la enfermedad
avanza. Esto da lugar a que en la mayoria de los pacientes el inicio de la
enfermedad se caracterice por episodios neuroldgicos que suelen remitir en mayor
o menor grado y que en etapas posteriores se produzca una progresiva acumulacion

de discapacidad.

Se trata de la enfermedad neurolédgica que con una mayor prevalencia afecta a
adultos jovenes, con una edad de inicio tipicamente entre los 20 y los 40 afios. Se
considera la segunda causa de discapacidad en este grupo de edad, tras los
traumatismos por accidentes de trafico, y da lugar, por tanto, a un importante
impacto socio-econdmico y en especial a una pérdida en la calidad de vida tanto de

los pacientes como de su entorno’.

La etiologia es compleja y, aunque permanece desconocida, se sabe que es debida a
la interaccion de multiples factores tanto genéticos como ambientales®®. En la EM,

como en otras enfermedades autoinmunes, es conocida su asociacidn genética con
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el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)°. A pesar de que esta asociacién
fue descrita hace mas de 30 afios’ y que numerosos estudios han sido realizados
desde entonces, no se conocen con exactitud los mecanismos por los que el CMH,
también conocido como HLA (Human Leukocyte Antigen), y en especial la regién de

clase Il del mismo, incrementa la susceptibilidad a padecer la enfermedad.

Los multiples estudios genéticos llevados a cabo en este sentido en los ultimos afios
se han visto favorecidos por los avances en genética molecular pero a la vez
dificultados por la heterogeneidad que caracteriza a una enfermedad con una
penetrancia incompleta y una herencia poligénica. Ademas de la regidn
correspondiente al HLA, otras regiones del genoma humano han sido demostradas,
a raiz de amplios estudios de asociacion realizados, como factores con cierta
influencia en la predisposicién a padecer la enfermedad aunque en menor medida

-11 / .
&1l En el momento actual, se estan realizando

que los correspondientes al HLA
multiples investigaciones acerca del concepto de epistasis, entendiendo éste como

las interacciones genéticas o genético-ambientales que pueden influir en Ia

y 12
expresion de un gen .

En este contexto tanto los estudios con pacientes con formas familiares de la
enfermedad como los estudios de factores genéticos y/o ambientales que pueden
influir en la susceptibilidad a padecer la enfermedad asi como en su expresion
fenotipica son necesarios para profundizar en el conocimiento de los mecanismos

etiopatogénicos de la misma. Un conocimiento en profundidad de la genética y la
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patogenia de la enfermedad nos permitiria establecer nuevas estrategias

diagndsticas, terapéuticas e incluso preventivas.

1.2. AGREGACION FAMILIAR EN ESCLEROSIS MULTIPLE

La agregacién familiar de la EM fue ya reconocida a finales del siglo XIX* y ésta ha
sido bien documentada en los Ultimos afios gracias a los estudios de epidemiologia
genética™. Con ello se ha demostrado la existencia de una susceptibilidad genética
a padecer la enfermedad y se cree que ésta viene dada por una interaccion
heterogénea de multiples genes independientes™*®. Se ha defendido la posibilidad
de que en las familias con una alta recurrencia de casos actuaran un conjunto de
pocos genesls, pero recientemente se ha especulado también con la hipdtesis de
una mayor agregacién de alelos que incrementan la susceptibilidad a padecer EM

en estas familias®®.

El estudio de las familias con varios pacientes con EM se ha llevado a cabo
mayoritariamente con vistas a identificar los marcadores genéticos que pudieran
ser transmitidos junto con la enfermedad. Asi mismo también se ha estudiado si
determinadas caracteristicas clinicas se ven influenciadas por el hecho de tener mas
familiares con la enfermedad o si hay concordancia clinica entre los familiares de
una misma familia. En el momento actual, estd aun por demostrar que las formas
familiares de EM tengan una particular historia natural debido a la influencia de

factores genéticos o ambientales compartidos®’2.
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1.2.1. ESTUDIOS DE EPIDEMIOLOGIA GENETICA

Tal y como se ha comentado, han sido llevados a cabo numerosos estudios de

81419 | os estudios

epidemiologia genética tanto familiares como poblacionales
familiares demuestran una alta prevalencia en familiares de primer grado con una
relacién directamente proporcional con el grado de parentesco, entendido como el
grado de genes compartidos. El mayor riesgo relativo se ha observado en gemelos20
y se han demostrado diferencias entre hermanos y hermanastros®’. Los estudios
poblacionales muestran una prevalencia de EM familiar que varia desde un 10%
aproximadamente en estudios del sur de Europa22 incluyendo los 3 estudios de
estas caracteristicas realizados en EspaﬁaB'25 hasta un 20% en los estudios

realizados en Canada®®?’.

En 1988 se publicaron los primeros resultados de una serie de estudios canadienses,
sistematizados y ajustados por edad, del riesgo de recurrencia para los familiares de
pacientes con EM?’. En dichos estudios se hallé que alrededor de un 20% de
pacientes tenian algun familiar afectado. Se demostré asi que en los familiares de
pacientes el riesgo de padecer EM era mayor que en la poblacion general. En
estudios posteriores se demostrd que ademas dicho riesgo se incrementaba seguln
el grado de parentesco, siendo éste del 3-5%, ajustado por edad, en los familiares

28,29 (Figura 1). Ademas estas

de primer grado y del 1% en los de segundo grado
tasas se veian influenciadas por determinados factores. Asi por ejemplo el sexo, la

edad de inicio o el hecho de tener un progenitor afecto podia modificar el riesgo en

18
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los hermanos®. Estos datos han sido confirmados por estudios posteriores

realizados en otras poblaciones como, por ejemplo, en el Reino Unido™?, Bélgica32 o
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FIGURA 1. Riesgo de recurrencia para familiares de pacientes con esclerosis multiple en

funcién del grado de genética compartida, modificado de Compston y Coles, 2002%.
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Los estudios con gemelos, aunque con inevitables sesgos metodoldgicos, han sido
de vital importancia en el estudio y evaluacion de la contribucion de factores
genéticos y factores ambientales en la etiopatogenia de la enfermedad®. La
mayoria de estos estudios han coincidido en demostrar una tasa de concordancia
en gemelos monocigotos de aproximadamente el 25% vy en dicigotos del 3% al

7%20,35

Por otro lado, los estudios con personas adoptadas han demostrado que, aunque
éstas hayan crecido desde la infancia junto a pacientes afectos de EM, no presentan

1. Estos datos

un mayor riesgo de padecer la enfermedad que la poblacién genera
apoyan el hecho de que un mayor riesgo en los familiares se debe a factores

genéticos mds que a ambientales.

Del mismo modo, los estudios con hermanastros han resultado un método muy util
para evaluar el efecto parental especifico asi como para estimar la funcidn relativa
de los genes y del ambiente. Un estudio realizado en Canada con una amplia serie
de pacientes demostré que el riesgo en hermanastros era del 1,32%,
significativamente menor que en hermanos de padre y madre, en los que el riesgo
era del 3,46%>". No se demostraron diferencias cuando se evalud si los individuos
habian crecido o no juntos. Tampoco se hallaron diferencias en dicho estudio
cuando se comparaba si los hermanastros lo eran de padre o de madre. Sin
embargo, afios mas tarde, cuando se amplié esta misma serie, se demostré un

mayor riesgo en los hermanastros con la misma madre en comparacién con los que
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compartian el mismo padre®’. Este resultado sugiere un mayor efecto de los genes

maternos o factores ambientales que estarian mas representados en las madres.

Aunque los estudios sobre parejas en las que ambos cényuges tienen EM no

3839 ho se ha

abundan en la literatura, en los registros publicados hasta el momento
demostrado un mayor riesgo por el hecho de tener el cényuge afectado respecto a
la poblacidn general. Sin embargo, el riesgo de los hijos con ambos progenitores
afectos es mucho mayor que el de los hijos de un solo progenitor afecto (31%
versus 2,7%)*°. En un estudio posterior realizado también por el grupo canadiense
se objetivé un riesgo de recurrencia elevado (9%) en hermanos con padres

cosanguineos40. Esto apoyaria el concepto que la interaccién de determinados

genes a nivel parental incrementa el riesgo de EM.

En resumen, teniendo en cuenta el riesgo en gemelos, adoptados, hermanastros,
conyuges e hijos de padres afectos, debemos asumir que la interaccion de multiples
genes aumenta el riesgo a padecer la enfermedad. Por otra parte no se han
detectado datos que apoyen el riesgo de trasmision de la EM mediante el contacto

habitual familiar.
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1.3. MARCADORES GENETICOS Y ESCLEROSIS MULTIPLE

Los estudios realizados en los ultimos afios en busca de genes asociados con la
enfermedad han llevado a resultados multiples vy heterogéneos4. Los genes
asociados con la enfermedad estdn mayoritariamente codificados en la regién del
CMH localizado en el cromosoma 6p21, pero no sélo en dicha localizacion®*o141,
Asi, los estudios de genética molecular nos han proporcionado el conocimiento de
muchos otros genes y regiones genéticas que incrementan la susceptibilidad a
padecer EM°. Los ejemplos mas notables de estas otras regiones son los genes que
codifican para el receptor alfa de la interleuquina 7 (IL7Rc), el receptor alfa de la

interleuquina 2 (IL2Ra)*, ecotropic viral integration site 5 (EVI5)* y kinesin family

member 1B (KIF1B)*.

La mayoria de los andlisis realizados se han basado en estudios de asociacién de
genes candidatos, en los cuales, la frecuencia de marcadores alélicos son
comparados en pacientes y en controles, y las diferencias analizadas
estadisticamente. Estos marcadores se basan sobre todo, hoy en dia, en
polimorfismos de un solo nucledtido. Se sabe que estos estudios requieren el mayor
numero posible de casos para obtener los mejores resultados. Pero la mayoria de
los estudios de asociacion no han sido efectivos a pesar de haberse examinado mas
de 100 genes candidatos*’. En la mayoria de los casos el fracaso en demostrar
asociacion se ha atribuido al estudio de muestras de pequefio tamano para detectar

efectos de ligeros a moderados que estos genes podrian tener en la EM”°.
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Los estudios de ligamiento en familias con varios miembros afectos se consideraron
hace unos afios una importante base para identificar marcadores genéticos
utilizando polimorfismos de microsatélites que se transmitian junto con el rasgo de
la enfermedad. Se realizaron varios estudios de este tipo tanto en EEUU, como en

4548 Inicialmente se identificaron con estos

Canada, Reino Unido y Finlandia
estudios 70 regiones gendmicas con una potencial implicacién en la EM, pero
posteriormente no se han replicado la mayoria de estos resultados™ y se ha seguido

demostrando la region correspondiente al CMH como la que de manera mas

consistente se asocia con la enfermedad’.

En los ultimos afos, las nuevas innovaciones en tecnologia han permitido realizar
los llamados “cribados gendmicos aleatorios” entre los que destaca el estudio
GAMES (Genetic Analysis of Multiple Sclerosis in Europeans) que coordind los
cribados gendmicos, de ligamiento y asociacién, realizados en 19 poblaciones de
Europa y Australia incluyendo 9.629 individuos y en el que se analizaron mas de
6.000 marcadores genéticos™'. A pesar del esfuerzo realizado tan sélo 18 regiones
genodmicas fueron identificadas en relacion con la EM y 5 de ellas correspondieron a
loci del CMH. El avance constante tecnolédgico ha permitido que en los ultimos tres
afios estén emergiendo estudios gendmicos de asociacion (GWAS/genome-wide
association studies) que analizan cientos de miles de marcadores a la vez y que nos

han confirmado, por ejemplo, la asociacion con IL7Ra. y con IL2Ra MO 14222,
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1.4. HLA Y ESCLEROSIS MULTIPLE

1.4.1. SisTEmA HLA

El sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) o antigeno leucocitario humano hace
referencia al conjunto de glicoproteinas de membrana que determinan la
especificidad del reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T. Los genes
que codifican estas glicoproteinas se encuentran localizados en el brazo corto del
cromosoma 6 (regién 6p21.3), en un complejo génico denominado complejo
principal o mayor de histocompatibilidad (CMH). Este complejo génico también se
denomina indistintamente regién genética HLA, aunque en realidad este término
debiera reservarse para las glicoproteinas presentadoras de antigeno.
Tradicionalmente se ha considerado que comprende 3,5 mega pares de bases

(Mpb).

En la dltima década, gracias a la secuenciaciéon automatica, se ha ido mejorando el
conocimiento del CMH. En 1999 se obtuvo el primer mapa genético del CMH> y en
el afio 2003 se consiguid la secuencia completa de todo el cromosoma 6°*. Estos
avances han permitido llegar al concepto de CMH extenso, que comprende 7.6 Mpb
e incluye el CMH clasico y se extiende 2 Mpb mas en direccidon centromérica y 2
Mpb en direccion telomérica. Contiene 421 loci, de los cuales 252 (60%) son
expresados y la mayoria de éstos tienen una funcién inmunoldgica principalmente

relacionada con el procesamiento y presentacién de antigenos™".
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El CMH clasico se divide en tres regiones segun la funcionalidad de sus productos

(Figura 2).
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FIGURA 2. Localizaciéon y organizacién del CMH en el cromosoma 6, tomado de Klein y

Sato, 2000°°.

a) Regidn de clase I: Se extiende 1,8 Mpb, es la mds telomérica y contiene
los loci que codifican para la cadena o de las tres moléculas de clase | principales:
HLA-A, HLA-B y HLA-C. Estas moléculas se expresan en la superficie de todas las
células nucleadas, estan unidas a la [32-microglobulina, y funcionan como

presentadores de antigeno a los linfocitos T CD8+ citotdxicos. A parte de las

moléculas clasicas (A,B,C) hay otros loci que codifican para las moléculas HLA-E,
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HLA-F, HLA-G, HLA-H, HLA-J y HLA-X, que son menos polimérficas y tienen una

expresion mas restringida de tejido.

b)  Region de clase II: Se extiende 800 kilo pares de bases (Kpb), es la mas
centromeérica del MHC. Se hallan los loci codificantes de las moléculas HLA de clase
II: las principales son HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP. Estas moléculas se expresan en la
membrana de las células presentadoras de antigenos (Antigen Presenting Cells,

APC) y presentan los antigenos a los linfocitos T CD4+. Las moléculas de clase |l
estdn formadas por una cadena ol y una cadena 3y los genes que codifican para

ambas cadenas se encuentran en la region de clase Il. Se les denomina con el

nombre del locus seguido de “A” o “B” (DRA y DRB) en funcidn de si codifican para

la cadena o, o [3 respectivamente.

c) Regidon de clase lll: Se extiende 730 Kpb y se encuentra entre las dos
anteriores. Encontramos loci que codifican para funciones diversas como son los
componentes del sistema del complemento o bien genes como el del Factor de
Necrosis Tumoral (TNF). A diferencia de las regiones de clase | y I, no encontramos

loci que codifiquen para moléculas presentadoras de antigeno.
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El CMH tiene una serie de caracteristicas génicas que diferencia esta regién del

resto del genoma:

- El fuerte desequilibrio de ligamento: que da lugar a que diferentes loci
de esta region se hereden en bloques o haplotipos®’. Su tasa de recombinacién es

mas baja que la mediana del genomasg.

- La duplicacién génica o paralogia: ya que existen diferentes copias del
mismo gen. Se han encontrado tres regiones paralogas del CMH en los cromosomas

1,9y 19. A la vez, dentro del propio CMH se encuentran diversos genes paralogos>>.

- Polimorfismo: El polimorfismo junto con la paralogia aumentan en gran
modo la variabilidad del CMH. El grado de polimorfismo que encontramos en el
CMH es muy elevado, tal y como demuestra el gran numero de alelos descritos
segun la  European  Bioinformatics  Institute  IMGT/HLA  Database™

(www.ebi.imgt/hla) afecha de Julio de 2010 (Tabla 1).

HLA CLASE | HLA CLASE II

GENES A B C DRB1 DQB1 DPB1

Ne ALELOS 1.193 1.800 829 809 112 141

TABLA 1. Numero de alelos de clase | y clase Il (de los 3 loci mas polimorficos).
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El polimorfismo que encontramos en las moléculas CMH, tanto de clase | como de
clase ll, se centra en la regién de unidn al antigeno y esto conlleva una especificidad
de unién al antigeno por parte de las diferentes moléculas HLA. Esta variabilidad es
esencial en el rechazo que se puede producir en un trasplante asi como en la
susceptibilidad a un buen numero de infecciones y de enfermedades

autoinmunes®.

Los avances en las técnicas de biologia molecular, principalmente desde el
desarrollo de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) han permitido llegar a la
tipificacion de alta resolucién de los polimorfismos en los genes HLA. De este modo
se ha ido describiendo un niumero cada vez mayor, y aun en el momento actual
creciente, de alelos. Esta tipificacion de alta resolucidn tiene una nomenclatura
especifica. EIl WHO Nomenclature Committe for Factors of the HLA System fija las
normas de nomenclatura y clasifica los nuevos alelos descritos®. Este sistema de
nomenclatura consiste en el nombre del locus seguido por un asterisco y después
hasta un total posible de ocho digitos numéricos. Los dos primeros digitos hacen
referencia a la familia alélica y los dos siguientes a la variante alélica dentro de la
misma familia. En caso de haber mas digitos, el quinto y el sexto hacen referencia a
qgue el alelo presenta variantes que no provocan cambios de aminoacidos en la
proteina y el séptimo y el octavo a que se han descrito polimorfismos en zonas no
codificantes. Desde Abril de 2010 se afaden dos puntos (:) entre cada par de

digitos.
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En la tipificacion seroldgica o de baja resolucidén el nombre no se sigue de asterisco,
sino Unicamente de los digitos de la familia alélica. Aunque la mayoria de
laboratorios hoy en dia utilizan métodos de tipificacidn a nivel génico, existe todavia
un numero significativo de registros que han sido realizados mediante técnicas

seroldgicas®.

1.4.2. HLA Y SUSCEPTIBILIDAD A ESCLEROSIS MULTIPLE

Hasta ahora los genes del sistema HLA han sido los marcadores genéticos que de
una manera mas consistente y reiterada se han relacionado con la predisposicion a
padecer EM. Este hecho se ha confirmado en numerosos estudios ya desde 19727,
cuando se describié la asociacion con los alelos HLA A3 y B7. Posteriormente, al
progresar el conocimiento del sistema HLA y pasar del tipaje seroldgico a los
métodos celulares y moleculares, mas precisos, se ha ido perfilando mejor Ila
asociacién de la enfermedad con el sistema HLA. Se demostrd que la asociacién con
el alelo HLA-A3 era secundaria a su desequilibrio de ligamiento con HLA-B7 vy la
asociacién de éste con la esclerosis multiple a su vez secundaria a su desequilibrio
de ligamiento con los alelos de clase Il HLA-DR2 y DQw6®>. Estos alelos han sido
posteriormente reclasificados como DR15 y DQ6, subtipos de DR2 y DQwé6
respectivamente. En realidad, se corresponden con la expresion fenotipica del
haplotipo DR2 (HLA-DRB5*0101-DRB1*1501-DQB1*0602)**. Aunque la mayoria de
haplotipos relacionados con la EM, sobre todo en las poblaciones caucasicas,

incluyen el alelo HLA-DRB1*1501, otros alelos HLA-DRB1 han sido también
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asociados con la enfermedad, como factores de riesgo o también como

protectores®™®®.

Entre otras asociaciones halladas, aunque con menor potencia que la anterior,
parecen tener importancia los haplotipos HLA-DR3 y HLA-DR4 en poblaciones del

area mediterranea asi como en las Islas Canarias®’®°

. Por ejemplo, en Cerdeia la
asociacion es predominante con los alelos HLA-DRB1*0301, HLA-DRB1*0405 y HLA-

DRB1*1303"°.

Estudios recientes sugieren que regiones del HLA de clase | también tendrian un

papel primario en la susceptibilidad a padecer EM’Y73

. Sin embargo, actualmente se
considera que la asociacion genética mas consistente con la EM ha sido demostrada

con la regidn HLA de clase Il y en particular con el haplotipo HLA-DR2"*.

1.4.3. HLA DR2 Y ESCLEROSIS MULTIPLE

Hoy en dia, se sabe que el haplotipo que con mayor frecuencia y consistencia se ha
asociado con EM es el DR2 o DR15 (DRB1*1501-DRB5*0101-DQB1*0602)"*"’. Este
haplotipo se ha asociado también con otras enfermedades como la narcolepsia o el
lupus eritematoso sistémico. Se ha demostrado una fuerte asociacién de la EM con
este haplotipo, con un riesgo relativo de 2-4% El riesgo puede llegar a ser mucho
mayor (>10) para los homocigotos78. Este patron de asociacion es el habitualmente

encontrado en poblaciones de origen caucdsico, habiéndose objetivado asimismo
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en la mayoria de otros grupos étnicos estudiados. Se puede hallar presente hasta
en el 60% de los pacientes caucdsicos con EM y tan sélo en el 20-30% de los

individuos no afectos’.

Este haplotipo contiene tres genes asociados, DRB5*0101, DRB1*1501, y
DQB1*0602, que codifican para las cadenas 3 de las moléculas HLA de clase Il DR2a,
DR2b y DQ®, respectivamente. El intenso desequilibrio de ligamiento en esta region
ha dado lugar a dificultades a la hora de dilucidar si el gen que esta primariamente
asociado con EM es el HLA-DRB1 o el HLA-DQB1"* especialmente con las
poblaciones europeas y sobre todo norte-europeas. En todos los grupos étnicos
estudiados, DRB1*1501 y DRB5*0101 son practicamente inseparables. Este
desequilibrio de ligamiento es menos pronunciado para DQ6. Estudios realizados
con poblaciones afroamericanas, en las que existe una mayor diversidad haplotipica
y el HLA-DRB1*1501 y HLA-DQB1*0602 no se hallan siempre en el mismo haplotipo,
demostraron una asociacion de la enfermedad con HLA-DRB1 independiente de

HLA-DQB1*0602%°.

Dado que DRB1*1501 y DRB5*0101 se heredan juntos por desequilibrio de
ligamiento, no ha sido posible establecer de una manera concluyente cudl de ellos
es el principal factor de riesgo y qué papel exacto juega cada uno de ellos en la
etiopatogenia de la enfermedad. En un estudio reciente con ratones transgénicos
con EM se mostré que existia una interaccién epistatica funcional entre ambos

alelos’.
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En cuanto a los estudios de casos y controles en los que se relaciona el haplotipo
DR2 con la EM, practicamente todos los que analizan la asociacion con el alelo
DRB1*1501 muestran una frecuencia significativamente mayor en los pacientes
respecto a los controles, incluso en determinadas poblaciones con una prevalencia
baja de DRB1*1501’"%. Ademds, en estudios con poblaciones de Europa y de
América del Norte se ha objetivado un riesgo mayor en homocigotos que en

78,81

heterocigotos para este alelo, el cual parece ser transmitido con mayor

probabilidad por via materna®.

En la mayoria de los estudios en los que se evalud la asociacién de la enfermedad
con el alelo DQA1*0102, se detecté una mayor prevalencia en los pacientes que en
los controles, sin embargo, en algunos de estos estudios esta asociacion no alcanzo

significacion estadistica®®®>.

En los estudios con familias, los resultados fueron consistentes con los hallados en
77 . . . .

los de casos y controles’’. En diferentes investigaciones, tanto de casos y controles

como de ligamiento en familias, se ha demostrado que la asociacién con HLA de

clase Il esta presente tanto en EM esporadica como familiar®*®>.

Las moléculas HLA de clase Il estan implicadas en la presentacion de los péptidos
derivados de la mielina a los linfocitos T CD4+ y se ha demostrado la presencia de
complejos DRB1*1501-proteina basica de la mielina (PBM) (85-99) en lesiones
crénicas y activas de pacientes DR2 positivos®®. Ademas se ha demostrado que en

los pacientes con DRB1*1501 se halla un menor porcentaje de células T CD4+CD25
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en LCR, lo cual reflejaria una menor concentracién de células reguladoras®’. Este
hecho se da junto con niveles mayores de inflamacién en LCR, reflejado por una
mavyor sintesis de 1gG y niveles elevados de actividad de metaloproteinasa-9%. Esta
exacerbacion de la inflamaciéon a nivel intratecal junto con la alteracién de la
activacion de células T podria implicar un incremento de susceptibilidad a padecer
EM en presencia del alelo DRB1*1501. Sin embargo, esto no excluye la posibilidad
de que otras moléculas (como por ejemplo, DRB5*0101 y/o DQB1*0602) pudieran

estar también involucradas en respuestas autoinmunes que desencadenarian la EM.

El concepto de mimetismo molecular tendria también importancia en la
etiopatogenia de la enfermedad en relaciéon con el HLA-DR2. Se ha sugerido la
necesidad en la EM de un antigeno determinado que junto con el HLA especifico
estimularia el receptor de la célula T desencadenando una respuesta inmune®®°.
Este antigeno podria ser ambiental, como por ejemplo el virus Epstein-Barr, pero
también podria estar genéticamente determinado. Se trata de un antigeno que al
ser presentado por el HLA-DRB5*0101 desencadenaria una respuesta cruzada, por
el mismo tipo de célula T autorreactiva, con el péptido de la PBM presentado por el

HLA-DRB1*1501, debido a la similitud estructural entre la fraccion de ambos

antigenos que es presentada por el HLA (Figura 3).
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T-cell receptor

Hy.2E11 \¢ |

Epstein—Barr 1’ Myelin basic
virus peptide protein peptide

HLA-DR2a HLA-DR2b

FIGURA 3. Representacion del concepto de mimetismo molecular en la EM.

Tomado de Wekerle y cols. 2003%.

1.4.4. HLA Y ESCLEROSIS MULTIPLE EN DIFERENTES POBLACIONES

La asociacién entre el sistema HLA y la EM varia en funcién de las etnias vy

caracteristicas geograficas de las poblaciones estudiadas. El haplotipo HLA-DR15 es

la regidn genética que se ha asociado de manera mds consistente con la EM en la

mayoria de poblaciones estudiadas, sobre todo en las de origen caucésico’’, pero

no es la Unica, tal y como se ha comentado.

La importancia de conocer la diversidad de asociaciones entre los haplotipos y/o

alelos del sistema HLA con la EM en el mayor nimero posible de poblaciones radica

en el hecho de que esto nos permitira conocer mejor la etiopatogenia de la
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enfermedad. Las diferencias entre poblaciones pueden deberse a diferencias
genéticas como, por ejemplo, las diferentes frecuencias alélicas halladas de los
diferentes genes del HLA. Pero también podrian deberse a diferencias ambientales
geograficas que interaccionarian de diferente manera con el sistema HLA,
comportando a la vez una susceptibilidad diferente a padecer la enfermedad por
parte de los diferentes alelos. Por otro lado, el diferente patrén de desequilibrio de
ligamiento hallado en las diferentes poblaciones ha permitido dilucidar qué alelos

se asocian en mayor o menor medida con la enfermedad.

El alelo DRB1*1501 es el que se ha asociado en mayor medida con la enfermedad,
encontrandose en alrededor del 50% de poblaciones caucdsicas estudiadas. El

mayor riesgo asociado a este alelo se ha demostrado en series del norte de

91,92

Europa®”%, aunque se han detectado también asociaciones muy significativas en

poblaciones del area del Mediterrdneo como en ltalia Continental®, Sicilia®,
Malta®® o del sur de Europa, como seria el ejemplo de Portugal®. Del mismo modo
se han hallado resultados significativos de asociacion de la EM con DRB1*1501 en

96-98
.U

poblaciones de América del Norte pero también del Sur de este continente n

estudio publicado recientemente con pacientes australianos también demostré una
fuerte asociacion de la EM con este alelo y ésta fue mayor para los homocigotos®.
También se ha hallado el haplotipo HLA-DR15 con una mayor prevalencia en casos
gue en controles en poblaciones de afroamericanos®, judios Ashkenazi y no

100
I,

Ashkenazi residentes en Israe asi como indios asidticos residentes en

101

Inglaterra™ . El estudio de las poblaciones afroamericanas ha permitido demostrar

la asociacion del HLA-DRB1*15 independiente del alelo DQB1*0602%°. Al contrario
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de lo hallado en poblaciones afrobrasilefias con una asociacion significativa con
DQB1*0602, mientras DRB1*1501 estaba sélo presente en una minoria de

192 sin embargo, en general el alelo DQB1*0602, ha sido

pacientes y de controles
hallado, al igual que los otros dos alelos del haplotipo DR15, asociado a la

enfermedad en las poblaciones europeas y caucasicas estudiadas’’.

En un estudio con pacientes de origen turco se hallaron los haplotipos HLA-DR2 y
HLA-DR4 asociados con la enfermedad®, éste ultimo haplotipo se ha relacionado en
varias poblaciones mediterraneas, como la de Cerdefia, en la que se halla asociacién
con los haplotipos HLA-DR4 y HLA-DR3. Estos haplotipos se corresponden con los
alelos DRB1*0405-DQA1*0501-DQB1*0301 y DRB1*0301-DQA1*0501-
DQB1*0201°%”7°. Ademds en esta poblacién también se ha correlacionado el alelo
DRB1*13 con la EM’. El clasico haplotipo HLA-DR2 es raro (1,5%) en Cerdefia’® y
por lo tanto contribuye poco en la susceptibilidad de la enfermedad en dicha
poblacién. Se trata de una poblacion que se ha hallado histéricamente aislada, por
lo que posee una estructura genética que difiere en gran medida de otras

poblaciones caucasicas.

Otro alelo que se ha relacionado con la susceptibilidad es el DRB1*08 pero
Unicamente cuando se halla en conjuncién con el DRB1*15 en el otro alelo parental,
tal y como se comentard mds adelante al tratar el concepto de epistasis

genética65'66'81.
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Por otro lado, ademds de los factores de riesgo a padecer EM, también se han
encontrado haplotipos y alelos del sistema HLA que protegerian de padecer la
enfermedad en diferentes poblaciones caucasicas, como es el caso de los alelos
DRB1*01, *09, *10, *11 y *14, por si mismo o debido a la epistasis con otros

alelos®®%'% (Tabla 2).

Al estudiar poblaciones asidticas nos encontramos con diferencias respecto a las
occidentales. Entre los japoneses, se han reportado asociaciones con DR2 con la
forma occidental de la enfermedad pero no con la dptico-espinal o forma
asiatica’®%. La forma optico-espinal o forma asiatica se asocié con los alelos
DPA1*0202 y DPB1*0501'". Recientemente se ha publicado un estudio en el que el
alelo DRB1*15 interaccionaria con el DRB1*09 para proteger de EM en pacientes sin
anticuerpos antiacuaporina-4 y con el DRB1*12 para aumentar el riesgo de EM en
presencia de dichos anticuerpos'®. Un estudio reciente publicado con poblacién
del Sur de China no objetiva asociacion entre EM convencional y el alelo HLA-
DRB1*1501 y en cambio el alelo DPB1*0501 y el haplotipo DRB1*1602-DPB1*0501
si se mostrarian como factores de riesgo™®. Aunque inicialmente se describieron
varias asociaciones entre alelos DP y la EM en poblaciones como Noruega, Suecia,

Japoén y China, en estudios contemporaneos no se han confirmado la mayoria de

ellas®®,
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ALELOS AUTORES POBLACION SUSCEPTIBILIDAD
HLA-DRB1
*01 Dyment et al. 2005 (*01/15)% Canad4 N}
Ramagopalan et al. 2007 (*01/15)% Canadd N2
Ferndndez et al. 2009 Pais Vasco 2
*03 Marrosu et al. 1997% Cerdefia ™
Masterman et al. 2000° Suecia ™
Weatherby et al. 2001 UK ™
Dyment et al. 2005% Canada ™
Silva et al. 2007°° Portugal ™
Stankovich et al. 2009%° Australia ™
*04 Marrosu et al. 19977 Cerdefia ™
*07 Masterman et al. 2000° Suecia N2
Ballerini et al. 2004 Italia NZ
Wu et al. 2010™ Australia N2
*08 Dyment et al. 2005 (*08/15)% Canadi 0
Barcellos et al. 2006 (*08/15)" USA, UK, Italia,Espafia 0
Ramagopalan et al. 2007 (*08/15)% Canadd T
*09 Masterman et al. 2000°> Suecia N2
Silva et al. 2007” Portugal N2
Matsuoka et al. 2008™** Japoén 2
Isobe et al. 2010 (*09/15)™*® Japén 2
*10 Ballerini et al. 2004 Italia T
Dyment et al. 2005% Canada NZ
Ramagopalan et al. 2007 (*10/15)66 Canada 2
*11 Ramagopalan et al. 2007% Canadd NZ
Deluca et al. 2007 Canada NA
*13 Kwon et al. 1999'%° Israel ™
Marrosu et al. 20017 Cerdefia 0
*14 Dyment et al. 2005% Canadd NE
Barcellos et al. 2006%* US,UK,Italia,Espafia N
Ramagopalan et al. 2007% Canada N2
*15 Schmidt et al. 2007 (revisic')n)77 Caucasicos ™
Ramagopalan et al. 2009(revisi<’>n)74 Caucasicos ™
Kwon et al. 1999'® Israel ™
Masterman et al. 2000% Suecia ™
Barcellos et al. 2002%° América del Norte ™
Ballerini et al. 2004 Italia Continental ™
Oksenberg et al. 2004%° Afroamericanos ™
Brassat et al. 2005 Sicilia ™
Silva et al. 2007° Portugal ™
Brum et al. 2007%’ Brasil ™
Dean et al. 2008* Malta ™
Stankovich et al. 2009%° Australia ™
Patrucco et al. 2009°® Argentina ™
Isobe et al. 2010 (*12/15)*® Japén 0
Isobe et al. 2010 (*09/15)*® Japén N}
*16 Wu et al. 2009'” China 0

TABLA 2. Alelos HLA-DRB1 y susceptibilidad a padecer EM en diferentes poblaciones.
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1.4.5. HLA Y ESCLEROSIS MULTIPLE EN LA POBLACION ESPANOLA

En la poblacion espafiola aunque los estudios realizados sobre la asociacién HLA y
esclerosis multiple son pocos, éstos han demostrado de forma mayoritaria

asociacién de la EM con el haplotipo DR2'°2,

Los primeros estudios realizados en Espaifa en busca de asociaciones entre el HLA 'y
la esclerosis multiple se realizaron hacia el final de los anos 70 utilizando el tipaje
seroldgico, que fue la técnica mayoritaria hasta la década de los 90 en que empezd
a utilizarse la técnica molecular'*®. Los primeros estudios realizados en la poblacién
espafiola con esclerosis multiple no hallaron asociacidon significativa de Ia
enfermedad con el antigeno HLA-DR2, aunque puede ser que esta falta de
asociacion fuera debido a la utilizacion de muestras de pequefio tamafo %, Al
estudiar muestras mayores, en general, se demostré una asociacion significativa

115,121

con el DR2 tanto en estudios realizados con tipaje serolégico como molecular

en los que la asociacién fue mayoritaria con DR15/DQe!!H 1>117:118,122:126 (1o 5 3),

Algunos estudios recientes han demostrado una fuerte asociacién con el alelo
DQB1*0602 en poblaciones espafiolas aunque de diferente origen antropoldgico

111,118,122 . . ,
418125 g6 trata, por un lado de dos estudios realizados en Mélaga, el

entre ellas
primero de ellos demostrd asociacion con DRB1*1501, DQA1*0102 y DQB1*0602 y

en el modelo de regresion logistica tan sélo el DQB1*0602 mantuvo su asociacion
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REFERENCIA Ne PACIENTES REGION HLA cLAsE Il &

SUSCEPTIBILIDAD EM

Clerici et al. 1992 143 DR15-DQ6

Uria et al. 1993'% 9% DR15-DQ6

De la Concha et al. 1997*% 135 DRB1*1501

Coraddu et al. 1998%° 53 DR15, DR4

Pina et al. 1999™° 31 DR15

Villoslada et al. 2002"" 194 DRB1*1501-DQB1*0602

Fernandez et al. 2004 149 DRB1*1501, DQA1*0102,
DQB1*0602

Fernandez et al. 2008 12 (etnia gitana) DRB1*1501, DQB1*0602,
DQB1*0608

Fernandez et al. 2009 197 DQB1*0602

TABLA 3. Estudios HLA y susceptibilidad a EM en la poblacion espafiola.

con EMM™E. El segundo se realizd con una poblacién de origen gitano del sur de
Espafia y se trata del primer estudio realizado con esta etnia en nuestro pais para

125 En ella se demuestra asociacién de los alelos

estudiar la relacién HLA-EM
DRB1*1501, DQB1*0602 y DQB1*0608 asi como del haplotipo DRB1*1501-

DQB1*0602 con la enfermedad.

La tercera poblacién que muestra asociacion significativa con el alelo DQB1*0602 es

una poblacién vasca'!, poblacién ésta en la que se han descrito peculiaridades
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genéticas como es el hecho de ser la poblacién con mayor frecuencia de DR7'*. En

este trabajo en concreto, el primero realizado que estudia la asociaciéon de la
poblacién vasca con EM y el HLA, se muestra una falta de asociacidn significativa
tanto con el haplotipo DR15 como con el alelo DRB1*1501 a pesar de que en él se
estudia una amplia poblacion'*'. Se objetiva en este estudio asociacién con el alelo
DQB1*0602 y los haplotipos DRB1*0402-DQA1*0301-DQB1*0302 y DRB1*1303-
DQA1*05-DQB1*0301, que en parte o totalmente habian sido descritos en otras
poblaciones en relacién con la EM. El alelo DRB1*0101 se hall6 con menor
frecuencia entre los pacientes respecto a los controles tal y como ya habia sido

también objetivado en otra poblacién del norte de Espaﬁalls.

En las Islas Canarias se hallé una asociacién primaria con DR15 y DQ6 y secundaria
con DR4 (DRB1*0402/0404)%°. Esta asociacién con DR4 coincide con los hallazgos en
poblaciones del area mediterrdnea como la de Cerdefia®’, tal y como se ha
comentado anteriormente. Tan sélo otro estudio espafiol hallé asociacién
significativa con DR4 y en concreto con tres alelos que comparten valina en la

posicién 86 de la cadena beta (DRB1*0402, *0403, *0404)'%3.

En cuanto a la asociacidon con alelos de clase |, los resultados han sido mucho mas
heterogéneos. En un estudio realizado en nuestra unidad de esclerosis multiple del
Hospital Universitario de Bellvitge se hallé asociacién positiva con el HLA-B27"%,
Esta misma asociacidon fue descrita junto con la del HLA-B7 por otro grupo del norte

de Espafia'®®. Ademds, el B7 se habia hallado previamente asociado con la

enfermedad™™® pero contrariamente esta asociacién no fue encontrada en otros
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121129 En estudios recientes realizados en Asturias, se ha hallado

estudios
correlacién entre el gen MICA y la expresion del gen MICB y la EM. Aunque los
genes MIC (cadena relacionada al CMH de clase 1) no forman parte del sistema HLA

estan muy cercanamente relacionados estructural y funcionalmente®%*!.

En los estudios realizados en Espaifa no se ha observado una clara correlacién entre

116,118

el HLA y los factores clinicos estudiados Sin embargo, algunos estudios

hallaron que el DR4 se asociaria con las formas primariamente progresivaslzz'123'129y

las formas benignas al DR2'%,

Al estudiar la relacién con los datos de resonancia magnética (RM), no se ha
hallado asociacidn entre la distribucién de lesiones en sustancia blanca en RM vy el
HLA-DR2'2. En los estudios en los que se ha investigado la respuesta al tratamiento
inmunomodulador tampoco se ha hallado asociacién alguna con el genotipo

HLALL7133

1.4.6. HLA Y FENOTIPO CLINICO

Al igual que sucede en la poblacién espafiola, en el resto de poblaciones estudiadas
el andlisis de asociacion entre el HLA y el fenotipo clinico de la enfermedad ha dado
lugar a resultados muy diversos y, en ocasiones, contradictorios. A pesar de ello,
hay datos que evidencian cierta concordancia en el curso clinico entre familiares

con EMY** lo que hace pensar que los factores genéticos implicados en la
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enfermedad ejercen influencia sobre la evolucion de la misma. Es posible que en
ocasiones la disparidad entre los resultados encontrados se deba a |Ia
heterogeneidad de la propia enfermedad y en otras a diferencias metodoldgicas
entre los diferentes estudios. Por ejemplo, un tamafo muestral insuficiente puede
llevar a que no se encuentren diferencias aunque las hubiera. Asi mismo, diferentes
clasificaciones de la cohorte para analizar una determinada caracteristica clinica

puede conllevar diferencias en los resultados encontrados.

Como ejemplo de lo contradictorios que pueden llegar a ser los resultados
publicados, estd la investigacion inicial llevada a cabo por Barcellos y cols.’® gue no
hallé6 efecto alguno del haplotipo DR2 en la evolucion de la enfermedad. A
continuacién, este mismo grupo objetivd que los homocigotos para el DR2
presentaban una evolucién mas severa’®, resultado que no pudo ser confirmado al
estudiar una cohorte mas amplia®. Este grupo recientemente ha sugerido que HLA-
DRB1*15 influencia la severidad tal y como indican las medidas de espectroscopia

de RM™,

A pesar de las diferencias encontradas, se cree que al igual que la susceptibilidad, el
fenotipo clinico de la esclerosis multiple también estd influenciado por el HLA™®. Las
caracteristicas clinicas que mayoritariamente han sido estudiadas en busca de
asociaciones con un determinado HLA son el sexo, la edad de inicio de la
enfermedad asi como el curso clinico y la severidad de la discapacidad. Los
resultados han sido diversos para cada una de estas variables tal y como se detalla a

continuacion y se resume en la Tabla 4:
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VARIABLE CLINICA

RESULTADOS

REFERENCIAS

Distribucion por
sexos

DR15 y sexo femenino

112 137

Weatherby et al. 20017, Hensiek et al. 2002

Transmision mayor de
DRB1*15 materno

Ramagopalan et al. 2008%

Sin diferencias

Ballerini et al. 200485, Fernandez et al. 2004118,

Silva et al. 2007%°

Edad de inicio

DRB1*15 y edad de inicio
inferior

Masterman et al. 200092, Hensiek et al. 2002137,

Smestad et al. 2007138, Ramagopalan et al. 2009™%

DRB1*1501/0401,
DRB1*0801 y edad de
inicio inferior

Wu et al. 2010'*°

Sin diferencias

Barcellos et al 2006, Ballerini et al. 2004%°,
Fernandez et al. 2004

Curso clinico

DR4 con EMPP

De la Concha et al. 1997123,

Weinshenker et al. 1998, Smestad et al. 2007*%

Sin diferencias

Celius et al. 2000, Hensiek 2002",

Kantarci et al 2002143, Fernandez et al 2004'*®

Progresion de la
discapacidad

DRB1*15 con peor
prondstico

144 145

Cournu-Rebeix et al. 2008, Vasconcelos et al. 2009,

Wu et al, 2010™

DR2 en homocigosis con
peor prondstico

Barcellos et al. 20037

DRB1*15y mejor
prondstico

Silva et al. 2007%°

DRB1*01y DRB1*04y
mejor prondstico

Deluca et al. 2007**

Sin diferencias

Weinshenker 1998141, Masterman et al., 200092,
Weatherby et al., 2001, Hensiek et al 002"/,

Barcellos et al 2006%

Respuesta al
tratamiento

Sin diferencias

147 117

Fusco et al. 2001
etal. 2005

, Villoslada et al. 2002, Fernandez

, Comabella et al. 2009*%

TABLA 4. Resultados de estudios que relacionan HLA y variables del fenotipo clinico.
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- Sexo: Los resultados han sido inconsistentes al tratar de relacionar el
HLA con la distribucién por sexos de las cohortes analizadas. La mayoria no han

85,95,118

hallado diferencias , Mmientras algunos estudios encuentran una mayor

112137 se ha descrito una

representacion del haplotipo DR15 en el sexo femenino
transmision mayor desde un origen materno de HLA-DRB1*15 respecto al paterno

en familias con esclerosis maltiple®.

- Edad de inicio: Dado que se trata de un factor que se ha demostrado

que se correlaciona en los familiares con EM™*

, es razonable pensar que los
factores genéticos puedan influenciarlo. Se han llevado a cabo varios estudios que,
de manera consistente, relacionarian una edad de inicio inferior con la presencia de
HLA-DR15%%137-13° y parece que esta seria mas marcada cuando el alelo HLA-
DRB1*1501 se transmite por via materna®®.  Sin embargo, otros estudios no

habrian hallado dicha asociaciéon®®1%,

Recientemente en wuna poblacién
australiana se ha demostrado asociacién también con una edad de inicio inferior del
alelo DRB1*0801 y el DRB1*1501 pero éste ultimo sélo combinado con el
DRB1*0401 en el otro alelo parental14°, lo que hace pensar en la influencia de la

epistasis entre alelos no sélo en la susceptibilidad sino también en el fenotipo

clinico.

- Curso clinico: No se ha hallado una clara asociacidon entre el curso clinico

inicial de la enfermedad, remitente recurrente (EMRR) versus primariamente

progresiva (EMPP), y los diferentes locus del sistema HLA estudiados™'®*3714%143 3

pesar de haberse demostrado concordancia en el curso evolutivo entre
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familiares'”**°.

No obstante, se ha descrito una tendencia que no siempre ha sido
significativa y que asociaria diferentes subtipos o alelos de DR4 con la
EMPP2>138141 E| 3lelo DRB1*15 se asocia tanto en las EMPP como en las EMRR al

comparar con controles en diferentes poblaciones®**.

- Progresion de la discapacidad: Hay datos que sugieren que la progresién
de la discapacidad puede estar influenciada por factores genéticos dado que se ha
demostrado concordancia intrafamiliar™’.  Sin embargo, los estudios que han
tratado de relacionar los diferentes locus del sistema HLA y la progresion de la
discapacidad han dado lugar hasta el momento a resultados controvertidos*3®. Por
un lado, hay estudios publicados que no han hallado asociacién entre diferentes
alelos, incluyendo el HLA-DRB1*15 y la progresién de la enfermedad a pesar de

ili ~ 81,92,112,137,141
utilizar muestras de gran tamafio®"?H#¥74 T

al y como se ha comentado
previamente, uno de estos grupos habia asociado el DR2 en homocigosis con una
progresién mas severa de la enfermedad’®. Ademds de éste, otros estudios han
demostrado recientemente la asociacion del HLA-DRB1*15 con un peor

T 144-14
prondstico .

En cambio, un estudio realizado en Portugal demostré una
evolucién mejor para los pacientes con el HLA-DRB1*15%. Otros alelos que también
se han relacionado con una evolucidn menos agresiva de la enfermedad son los
HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04 en un interesante estudio en el que se evaluan
pacientes con una evolucion extrema tanto benigna como maligna de Ia

104
d

enfermedad™". Estos son grupos de pacientes que suelen no incluirse en este tipo

de estudios por utilizar series hospitalarias y no poblacionales. Otro aspecto que se
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considera en este estudio es el de la interaccidn entre ambos alelos parentales tal y

como se describe mas adelante.

- Respuesta al tratamiento: No se ha hallado correlacion entre los
diferentes alelos del HLA y la respuesta al tratamiento inmunomodulador en los

estudios realizados/133147:148

1.4.7. HLA Y FACTORES PARACLINICOS

La presencia de bandas oligoclonales de inmunoglobulinas G (BOC) en liquido
céfalorraquideo (LCR) asi como de lesiones desmielinizantes en RM son
fundamentales a la hora del diagndstico de la enfermedad, estando estrechamente
relacionados con la etiopatogenia y la actividad inflamatoria de la misma. Por lo que
es logico pensar que el sistema genético que con mds consistencia se ha
relacionado con la susceptibilidad a padecer la EM, como es el HLA, pueda

influenciar en dichos factores paraclinicos.

Las BOC se hallan en una proporcién variable de pacientes, de un 21% a un 77%
en las poblaciones asiaticas y hasta superior a un 95% en las poblaciones nérdicas y
del Reino Unido™?, siendo éste un hecho que también contribuye a pensar que se
trate de un rasgo determinado genéticamente. Se han realizado estudios, aunque
no han sido muchos, en este sentido buscando la asociacién entre diferentes locus

del HLA, sobre todo del HLA-DR2, y la presencia de BOC en LCR. En diferentes
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poblaciones como, por ejemplo, la sueca, la japonesa, la turca y la australiana, se ha

153—156' Por

demostrado asociacion entre la presencia de BOC y el alelo HLA-DRB1*15
otro lado, se ha relacionado la ausencia de BOC con el HLA-DRB1*04 también en las
poblaciones sueca y japonesa, asi como en la sarda™*"*. El alelo HLA-DRB1*03
también se ha relacionado con una frecuencia inferior de BOC en la poblacidn
australiana, en la que ademds se ha estudiado la interaccion de ambos alelos

parentales con la presencia de BOC™®.

En cuanto a la correlacidon de los diferentes alelos HLA y las lesiones en RM los
resultados no han sido undnimes. A pesar de ello, la mayoria de trabajos han
correlacionado la presencia del alelo HLA-DRB1*15 con una mayor carga lesional
cerebral asi como menor volumen en técnicas de RM convencional cerebral y
reduccion de NAA (N-acetil-aspartato) en técnicas de espectroscopia®®>*>**’.
Ademas se ha relacionado el HLA-DRB1*15 con mayor numero de lesiones

desmielinizantes a nivel medular®®

. Otros alelos del gen HLA-DQB1 también se
habrian relacionado con un peor prondstico en cuanto a medidas de RM™’. Sin
embargo, hay trabajos en los que no se ha hallado asociacion entre el HLA-DR2 y Ia

. . . . . 132
distribucion de lesiones en sustancia blanca®®

. Adema3s, determinados factores del
MHC de clase | se han relacionado con datos de RM. En un trabajo publicado
recientemente, el HLA B*44 se muestra como un factor protector, tanto al estudiar
la susceptibilidad como el prondstico a nivel de RM, preserva el volumen cerebral y

se relaciona con un numero menor de lesiones en T2°.
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1.4.8. EPISTASIS GENETICA EN ESCLEROSIS MULTIPLE

Se define epistasis como la interaccidn entre diferentes factores genéticos o entre
factores genéticos y ambientales. La epistasis es esencial en el conocimiento de la
genética de la EM™. Los haplotipos con HLA-DRB1*15 no acttian de manera aislada
dando lugar al incremento en la susceptibilidad de la EM, aunque se reconocen
como los que de manera aislada ejercen un mayor efecto. Por tanto, ha sido
necesario estudiar familias sin el HLA-DRB1*15 para poder descubrir qué alelos
ejercen también su influencia en el riesgo a padecer EM. De este modo se han

hallado varios tipos de epistasis entre los diferentes alelos del gen HLA-DRB1:

- Epistasis sinergistica: Este tipo de epistasis tiene lugar cuando un factor
genético que en solitario tendria sélo un efecto marginal, en presencia de otro
determinado multiplica su efecto. Se ha observado que el alelo HLA-DRB1*08, que
comporta poco riesgo de manera individual, incrementa en conjunto con el HLA-
DRB1*15 en el otro haplotipo parental mas del doble el riesgo a padecer EM con

respecto a los pacientes con una sola copia del alelo HLA-DRB1*15°>°°,

- Epistasis negativa dominante: Se trata de la influencia que produce un
determinado factor genético en reducir el riesgo a que otro daria lugar de manera
individual. El alelo HLA-DRB1*14, protector dominante, tiene un importante efecto
en reducir el riesgo a que da lugar el HLA-DRB1*15 cuando se heredan en

conjuntogl. Esto mismo sucede con el alelo HLA-DRB1*11%°. Por otro lado, nos
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encontramos con alelos como el HLA-DRB1*01 y el HLA-DRB1*10 que se han

observado como protectores en presencia del alelo HLA-DRB1*15°>°.

- Epistasis y fenotipo clinico: Se ha demostrado que determinados alelos
interaccionan entre ellos modificando de este modo el curso clinico de la
enfermedad. Nos encontramos, por ejemplo, con que el alelo HLA-DRB1*01
interacciona con el DRB1*15 produciendo un curso mas benigno de la

enfermedad®®

. También se han hallado interacciones que modificarian la edad de
inicio de la enfermedad, como por ejemplo, que el HLA-DRB1*0401 se ha asociado
con una edad de inicio inferior cuando se hereda en combinaciéon con el HLA-
DRB1*1501 y sin embargo con una edad superior cuando se combina con el HLA-

DRB1*0801 en el otro alelo parental140

. La epistasis entre ambos alelos parentales
también parece influir en otros aspectos como la presencia de bandas oligoclonales

en LCR™®,

También se conocen interacciones epistaticas entre los diferentes alelos del
haplotipo HLA DR2 (HLA-DRB5*0101-HLA-DRB1*1501-HLA-DQA1*0102-HLA-
DQB1*0602) que determinan el riesgo a padecer EM. Asi por ejemplo se ha hallado
gue HLA-DQA1*0102 aumenta el riesgo a padecer EM cuando se combina con HLA-
DRB1*1501 en trans'®®. Recientemente se ha demostrado gque también
determinados alelos HLA de clase | interaccionan con HLA-DRB1*15 modificando el

grado de susceptibilidad a la enfermedad®®.
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Pero no sdlo se dan interacciones genéticas entre los diferentes alelos del sistema
HLA, sino que también se ha demostrado interacciones entre otros genes
implicados en la inflamacién y a pesar de que algunos de ellos no demuestren tener

influencia de manera individual, si que la tienen al interaccionar con otros'®%.

1.4.9. INTERACCION HLA Y FACTORES AMBIENTALES

Los estudios epidemioldgicos realizados en la EM han permitido establecer su
distribucién geografica con una mayor prevalencia en las zonas mds alejadas del
ecuador, aunque con algunas excepciones como seria la isla de Cerdefia. Estos
datos junto con los estudios migratorios y los de epidemiologia genética nos han
proporcionado suficiente evidencia de que la enfermedad se presenta como

consecuencia de la interaccion de factores genéticos y factores ambientales®®.

Entre los factores ambientales relacionados con la EM destaca la infeccidon por el
virus Epstein-Barr (VEB) y en particular la infeccién primaria manifestada como
mononucleosis infecciosa'®. A nivel molecular, el concepto de mimetismo
molecular podria explicar que tanto el DRB1*15 como el VEB se relacionen con la

89,90

EM tal y como se ha comentado anteriormente Ademas se ha demostrado un

efecto sinergistico del HLA-DRB1*15 con el antecedente de mononucleosis
infecciosa dando lugar a un claro aumento del riesgo a padecer EM comparando

165,166

con el riesgo que confieren ambos factores de manera aislada . Un efecto
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similar se ha hallado entre el HLA-DRB1*15 vy titulos elevados de anticuerpos contra

el antigeno nuclear 1 del VEB (anti-EBNA-1)"°"®%,

Por otro lado, se ha demostrado la asociacién de niveles bajos de vitamina D con un

189 Este hecho estaria en acuerdo con la distribucién

mayor riesgo a padecer EM
geografica de la enfermedad, con una menor exposicién solar en las zonas de mayor
prevalencia y por tanto menor sintesis de vitamina D. Esta asociacion tiene su
explicacidon en que ademas de su funcién en la homeostasis del calcio, la vitamina D
también se ha visto implicada recientemente en funciones del sistema inmune asi

1*7°, En un estudio reciente se ha

como del desarrollo del sistema nervioso centra
objetivado que la vitamina D interacciona especificamente con el HLA-DRB1*1501

influyendo en la expresién del mismo*’*.
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2.1. HIPOTESIS

En la patogenia de la esclerosis multiple intervienen tanto factores genéticos como
factores ambientales. Hay enfermedades de caracter genético que presentan
diferencias en el fenotipo clinico entre las formas familiares y las esporadicas. Al
estudiar si existen diferencias clinicas entre las formas familiares de EM vy las
esporadicas podremos conocer diferencias entre ambos tipos de esclerosis multiple
gue nos orienten hacia qué factores genéticos podrian estar asociados con la

etiopatogenia de la enfermedad.

Los genes de la region HLA de clase Il son los que de manera reiterada han sido
confirmados como marcadores genéticos de la predisposicion a padecer esclerosis
multiple. Pero hasta ahora, ningun antigeno HLA asociado a una enfermedad se ha
encontrado Unicamente presente en los individuos enfermos o ausente en los
sanos. Si conocemos qué alelos y/o genotipos HLA se asocian con la susceptibilidad
a padecer la enfermedad, podremos a posteriori correlacionarlo con otros
antigenos (ambientales o autoantigenos) que presumiblemente interaccionan con

el HLA para desencadenar una respuesta inmune.

Los factores genéticos implicados en la enfermedad pueden influir en la expresion
fenotipica de la esclerosis multiple. El sistema HLA, como principal marcador
genético y conociendo su implicacién en la respuesta autoinmune, podria por lo
tanto, verse implicado en los factores clinicos y paraclinicos de la enfermedad y ser

un marcador prondstico de progresiéon de discapacidad.
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2.2. OBIJETIVOS

1. Analizar la prevalencia de esclerosis multiple familiar en nuestra serie y realizar
un estudio clinico de los pacientes con uno o mds familiares diagnosticados de
esclerosis multiple valorando diferencias clinicas entre las formas familiares y las

esporadicas de EM.

2. Evaluar las frecuencias de los diferentes alelos HLA-DRB1 en una amplia
poblacién espafiola con esclerosis multiple esporddica y correlacionarlas con la
susceptibilidad a padecer la enfermedad asi como analizar el impacto de cada
uno de los alelos en el fenotipo clinico con especial interés en la progresion de la

discapacidad.

3. Evaluar las frecuencias de los diferentes genotipos HLA-DRB1 en pacientes con
esclerosis multiple esporadica, teniendo en cuenta la posible interaccion
epistatica entre ambos alelos parentales, su correlacién con la susceptibilidad a
padecer la enfermedad vy su influencia en el fenotipo clinico con especial interés

en la progresion de la discapacidad.

4. Correlacionar los alelos y genotipos HLA-DRB1 con la presencia o ausencia de

bandas oligoclonales IgG (BOC) en liquido cefalorraquideo (LCR).
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3.1. PACIENTES Y CONTROLES

Los pacientes de este trabajo son controlados en la Unidad de Esclerosis Multiple
del Hospital Universitario de Bellvitge. Se trata del centro de referencia para
enfermedades desmielinizantes del area Barcelona Metropolitana Sur. Esta area
contaba con una poblacién de 1.366.000 habitantes en diciembre de 2008. En ese
momento la prevalencia hospitalaria cruda de esclerosis multiple era de 77.1 por
100.000 habitantes. Todos los pacientes seleccionados para este trabajo habian sido
diagnosticados de esclerosis multiple segin los criterios de Poser'’? o los criterios

McDonald'**"*, segtin se especifica en cada uno de los estudios.

Todos los pacientes fueron visitados por un neurdlogo cualificado y especializado en
EM cada 6 meses y siempre que se sospechara un nuevo brote de la enfermedad. Se
utilizé la base de datos EDMUS (European Database for Multiple Sclerosis)'’> para
registrar y hacer un seguimiento prospectivo de todos nuestros pacientes, por lo
que las variables clinicas de los pacientes fueron introducidas de forma prospectiva
inmediatamente después de cada visita y posteriormente fueron analizadas de
forma retrospectiva. Los datos de la exploracién neurolégica se evaluaron segun la

EDSS o Escala de Discapacidad de Kurtzke'’®

por su escasa Vvariabilidad
interobservador y por ser la escala de cuantificacién de discapacidad utilizada

universalmente en la esclerosis multiple hasta este momento.
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Para cumplir con el objetivo 1, de toda la poblaciéon de pacientes que habia sido
incluida en la base de datos EDMUS desde 1993 hasta el 30 de Junio de 2005 se
selecciond un total de 1.110 pacientes diagnosticados de esclerosis multiple
clinicamente definida o probable segun los criterios de Poser'’?. Las caracteristicas

basales de estos pacientes estdn resumidas en la Tabla 5.

Ne PACIENTES

Edad de inicio 30,6 (+10,44)
Tiempo de evolucidn 9,7 (+8,49)
Edad 40,4 (+11,96)
Sexo (mujer / hombre) 60,5% / 39,5%
Curso clinico (RR / PP) 93,3%/6,7%
EM definida / EM probable 80,2% / 19,8%

TABLA 5. Caracteristicas basales de los 1.110 pacientes incluidos para

cumplir el objetivo 1.
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Para cumplir con los objetivos 2 y 3 se seleccionaron 380 pacientes diagnosticados

gt y que dieron su

de esclerosis multiple segin los criterios de McDonal
consentimiento para ser incluidos en el estudio de HLA. Se seleccionaron pacientes
con esclerosis multiple esporadica, descartando aquellos con esclerosis multiple
familiar con el fin de evitar posibles sesgos. Los pacientes fueron incluidos en el
estudio desde Junio de 2005 hasta Diciembre de 2008 tras previa firma de

consentimiento informado. Las caracteristicas clinicas de estos 380 pacientes

estan resumidas en la Tabla 6.

Ne PACIENTES

Edad de inicio 29,6 (+9,9)
Tiempo de evolucidn 11,7 (8,1)
Sexo (mujer / hombre) 64,5% / 35,5%
Curso clinico (RR / SP / PP) 362/31/17

TABLA 6. Caracteristicas clinicas basales de 380 pacientes con EM esporadica

para cumplir los objetivos 2 y 3.

63



UNIVERSITAT DE BARCELONA 2010 — LUCIA ROMERO PINEL

Para cumplir con el objetivo 4 se seleccionaron del grupo anterior de 380 pacientes,
los 268 pacientes a los que se les habia realizado una puncién lumbar como método
diagndstico para la deteccion de BOC en LCR. Las caracteristicas clinicas de estos

268 pacientes estan resumidas en la Tabla 7.

Ne PACIENTES

Edad de inicio 30,3 (+9,87)
Tiempo de evolucidn 6,22 (+4,19)
Sexo (mujer / hombre) 64,2% / 35,8%
Curso clinico inicial (RR / PP) 257/ 11

TABLA 7. Caracteristicas clinicas basales de 268 pacientes con EM esporadica

para cumplir el objetivo 4.

El grupo control de los trabajos 2, 3 y 4 comprende los tipajes HLA de 1.088

individuos sanos del Banc de Cordo Umbilical de Barcelona (Banc de Sang i Teixits).
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. TIPOS DE ESTUDIO

Para poder alcanzar los objetivos, se realizan dentro de este proyecto dos tipos

diferentes de estudios seglin su metodologia:

1.  Estudio observacional retrospectivo en el que se analiza la prevalencia de EM
familiar en nuestra cohorte asi como si existen diferencias clinicas entre las

formas familiares y las esporadicas de la enfermedad.

2.  Estudio casos y controles. Se realizan 3 estudios de este tipo: en ellos se
comparan pacientes con esclerosis multiple esporddica versus controles en
cuanto a los alelos HLA-DRB1, los genotipos HLA-DRB1 y la presencia de BOC

en combinacion con los alelos HLA-DRB1, respectivamente.

3.2.2. VARIABLES CLINICAS

En el trabajo 1 estudiamos la prevalencia de esclerosis multiple familiar, definida
como pacientes con al menos otro familiar de primer o segundo grado
diagnosticado de esclerosis multiple. En caso contrario, los pacientes fueron

considerados como esclerosis multiple esporadica. Para confirmar el diagndstico de
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esclerosis multiple en los familiares que no estaban siguiendo los controles en

nuestra unidad obtuvimos informes médicos realizados por su neurdlogo habitual.

La edad de inicio de la enfermedad fue definida como la edad en la que los
pacientes presentaron el primer sintoma sugestivo de esclerosis multiple. En las
formas familiares comparamos la edad de inicio entre los dos miembros de parejas
de diferentes generaciones dentro de una misma familia para establecer la
existencia de anticipacién. También se comparé la mediana de la edad de inicio
entre las formas familiares y espordadicas. Las otras variables clinicas comparadas
entre las formas familiares y las esporddicas fueron la distribucion por sexos, el

tiempo de evolucidn de la enfermedad y la progresién de la discapacidad.

En los trabajos 2, 3 y 4 las variables clinicas analizadas incluyeron la edad de inicio
de la enfermedad, la distribucién por sexos, los sintomas de inicio, el curso clinico
inicial (remitente recurrente versus primaria progresiva), la progresion de la
discapacidad considerando el tiempo hasta alcanzar un EDSS de 3 y de 6 asi como el

tiempo hasta alcanzar la fase progresiva de la enfermedad.
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3.2.3. RECOGIDA DE MUESTRAS Y TECNICAS DE LABORATORIO

Para los trabajos 2, 3 y 4 se realizd a cada uno de los 380 pacientes una extraccion
de sangre periférica. Se recogieron 10 ml de sangre por paciente en 2 tubos de 5 ml
con EDTA como anticoagulante. A partir de ese momento la elaboracién de las
muestras se realizd en el Laboratorio de nuestra Unidad de Esclerosis Multiple
localizado en el Laboratorio de Investigacion Translacional del Hospital Duran i

Reynals.

EXTRACCION DE DNA

Se realizé la extraccion de DNA de leucocitos de sangre periférica utilizando el kit
comercial de extraccion de DNA QIAmp Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para todas las muestras de sangre
periférica obtenidas, se realizd una extraccidon y cuantificacion de DNA y se
criopreservaron 2 alicuotas para cada muestra en un congelador a -802C, dando asi

lugar a una DNAteca.
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TipAJE DEL HLA-DRB1

La tipificacion de los diferentes alelos del locus HLA-DRB1 se realiz6 mediante una
PCR especifica de secuencia o PCR-SSP que permitié la amplificacién selectiva del
alelo presente. Se utilizaron ‘primers’ especificos de secuencia para cada alelo,
haciendo uso del kit comercial Dynal All Set SSP-DR Low resolution'’’. El tipaje de
cada muestra se realizé mediante PCRs de tipaje en formatos de 24 reacciones que
dio lugar al genotipado de los alelos HLA-DRB1*01, DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07,
DRB1*08, DRB1*09, DRB1*10, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13, DRB1*14, DRB1*15 vy

DRB1*16.

ANALISIS DE BOCEN LCR

Se les realizé a los pacientes del trabajo 4 una puncién lumbar a la vez que una
extraccién de muestra sanguinea como parte del proceso diagndstico de la EM. Se
analizaron las muestras mediante enfoque isoeléctrico e inmunofijacién especifica

178

para la deteccion de BOC IgG™"" segun el procedimiento que se realiza de rutina en

el Laboratorio de Inmunologia del Hospital de Bellvitge.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las variables clinicas y bioldgicas fueron exportadas al paquete estadistico SPSS
para Windows versién 14.0. Se procedié al anadlisis de los datos mediante los
métodos estadisticos que se detallan en cada trabajo. En todos los trabajos se
establecié un nivel de significaciéon estadistica de p<0.05 y se utilizé el método de

Bonferroni para correccién de multiples comparaciones.

ASPECTOS ETICOS

Los diferentes estudios del presente trabajo obtuvieron la aprobacién del Comité
Etico del Hospital Universitario de Bellvitge. Los pacientes fueron informados sobre
estos estudios y firmaron un consentimiento informado para ser incluidos en ellos.

Las bases de datos de los pacientes fueron anonimizadas.
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4. RESULTADOS

4.1. TRABAJO 1: ANTICIPACION EN LA EDAD DE INICIO DE LA

ENFERMEDAD EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE FAMILIAR

Romero-Pinel L, Martinez-Yélamos S, Gubieras L, Matas E, Bau L, Kremenchutzky
M, Arbizu T. Anticipation of age at onset in familial multiple sclerosis. Eur J Neurol

2010; 17: 572-5. Impact Factor 2009 = 2.51 / Quartil 1 — Neurology (clinical).

En este primer trabajo se analizé la prevalencia de EM familiar en nuestra serie y se

compararon caracteristicas clinicas entre las formas familiares y esporadicas de EM.

Se objetivd una prevalencia cruda de EM familiar de 7,84%. Se objetivo una edad de
inicio inferior en las formas familiares de la enfermedad respecto a las esporadicas
(25 afos vs 29 afios, p=0,042). En las generaciones mas jévenes de las formas
familiares de EM se hallé también una edad de inicio inferior (22 afios vs 30 afios,
p<0,001). No se encontraron diferencias en la progresion de la discapacidad entre

formas familiares y esporadicas.

Este trabajo fue presentado como comunicacion oral en el 17th Meeting of the
European Neurological Society, en Rodas en el afio 2007 y en el mismo afio como
comunicacion tipo podster en la LIX Reunion Anual de la Sociedad Espafola de
Neurologia en Barcelona en la que fue merecedor del Premio al mejor pdster de

enfermedades desmielinizantes.
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Background and objective: Anticipation of age at onset in the younger generations is a
widely known characteristic of many diseases with genetic inheritance. This study was
performed to assess whether there is anticipation of age at onset in younger genera-
tions of familial multiple sclerosis (MS) in a Spanish population and to compare
clinical characteristics of familial and sporadic MS.

Methods: We studied a cohort of 1110 patients diagnosed with MS and followed-up
in our MS Unit. Patients were considered as familial MS if they had in their family at
least one relative of first or second degree diagnosed with MS. Otherwise, patients
were considered to have sporadic MS. We compared the age at onset between relatives
from different generations, and we also compared the age at onset of familial and
sporadic MS.

Results: A lower age at onset in the younger generations was found (median 22 years
vs. 30 years, P < 0.001) and a significant lower age at onset of the disease in familial
MS comparing to sporadic MS (median 25 years vs. 29 years, P = 0.042).
Conclusions: There is an anticipation of the age at onset of MS in the younger
generations of patients with familial MS. There is also a lower age at onset in familial

versus sporadic MS.

Introduction

Anticipation of age at onset in the younger generations
is a widely known characteristic of many diseases with
genetic inheritance. Up to date, although observed in
several studies, only in the Sardinian cohort of familial
multiple sclerosis (MS), an anticipation of age at onset
in the younger generations has been published [1].

Familial aggregation in MS was already known at the
end of the XIX century [2]. It has been very well studied
in the recent years by means of genetic epidemiology
including familial studies as well as population studies
[3,4].

Studying families with multiple cases of MS would
allow us to identify genetic markers that may be
transmitted together with the disease as well as other
relevant clinical characteristics. It has yet to be proven
whether familial forms of MS have a particularly

Correspondence: T. Arbizu Urdiain, Multiple Sclerosis Unit,
Neurology Department, Hospital Universitari de Bellvitge, Gran Via
s/n, km 2,7, Hospital Duran i Reynals, 08907 Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Spain (tel.: +34 93 2607813; fax: +34 93 2607778;
e-mail: lromeropinel(@gmail.com, unitatem @ bellvitgehospital.cat).
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different natural history because of genetic influence or
other factors [5,6].

The objectives of our study are to assess whether or
not there is anticipation of age at onset in the younger
generations of familial MS and to compare clinical
characteristics of familial and sporadic MS in a Spanish
population.

Methods

Our MS clinic is the reference centre for demyelinating
diseases in the region of Costa de Ponent, in Catalonia,
in the north-east of Spain. This area had 1 115495
inhabitants on 31 December 2004. At that time, the
crude hospital-based prevalence of MS was 77.1 per
100 000 inhabitants. Patients are registered using the
European Database for Multiple Sclerosis (EDMUS)
[7] and followed-up on a 6-monthly basis. This was a
retrospective observational study, which was approved
by the ethics committee of the Bellvitge University
Hospital. The population of the study were the patients
who had been included in the EDMUS since 1993 until
30 June 2005.

We selected all the patients who fulfilled the Poser
criteria [8] for clinically definite or probable MS. One

© 2009 The Author(s)
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thousand one hundred and ten patients were eligible for
our study. Eight hundred and eighty-two (80.2% of
patients) fulfilled the Poser criteria for clinically definite
MS. The clinical course was relapsing remitting (RR) in
the 93.3% of the patients and primary progressive (PP)
in the other 6.7%, according to Lublin ez a/. [9] and
Thomson et al. [10], respectively. Sixty per cent were
women. The mean time of evolution of the disease was
9.7 years (standard deviation = 8.49), considered as
the time from the first symptom attributable to MS
until the moment of the last examination recorded in
the EDMUS at time of the study.

We studied the prevalence of familial MS, defined as
patients with at least one relative of first or second
degree diagnosed with MS. Otherwise, patients were
considered to have sporadic MS. To confirm the diag-
nosis of MS in the relatives who were not followed-up
in our unit, we obtained medical records of the assess-
ments performed by the patient’s MS neurologist.

The age at onset was defined as the age at which
patients presented the first neurological symptom
attributable to MS. Within the familial MS group, we
selected pairs of patients from different generations
belonging to the same family. We compared the age at
onset between the members of each pair to establish if
there is anticipation. We also compared the median age
at onset of the patients with familial MS and the spo-
radic MS.

We also compared other clinical variables between
patients with familial and sporadic MS: gender, time
of evolution of the disease and time to reach an EDSS
of 3.

The statistical methods used included the Wilcoxon
rank test to compare the age at onset between the
members of each pair of patients with familial MS. The
Kaplan—Meier (log rank) method was used to compare
the median age at onset as well as the time to reach an
EDSS of 3 between patients with the familial MS and
the sporadic MS. To compare the gender proportion
and the time of evolution of the disease between these
two groups, the chi-square test and the Student’s #-test
were performed, respectively. Statistical significance
was established for two-sided P value <0.05.

Results

We found 87 from 1110 patients with one or more
relatives diagnosed with MS. Therefore, the crude point
prevalence of familial MS in our cohort is 7.84%.
These 87 patients belong to 65 families with more
than one relative diagnosed with MS. From these 65
families, eight had more than two members affected,
two families had more than three members affected and
one family had eight members affected from two

© 2009 The Author(s)
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different generations. Thirty-nine families had relatives
of first degree affected, in 20 of them we found the
parent—child relation and in 19 they were siblings.
Thirty-one families had relatives of second degree and
five families of first and second degree simultaneously.

When we compared the age at onset within the
members of 24 pairs composed of two relatives from
different generations (parent—child and uncle/aunt—ne-
phew/niece), we found a lower age at onset in the
younger generations (median 22 years vs. 30 years,
P < 0.001) (Fig. 1). Moreover, our study showed a
significant lower age at onset of the disease in the 87
patients with familial MS comparing with the 1023
patients with sporadic MS (median survival estimated
by Kaplan—Meier 25 years vs. 29 years, P = 0.042)
(Fig. 2).

We found no significant differences in other clinical
features when comparing familial and sporadic MS
such as the sex distribution, the time of evolution of the
disease or the time to reach an EDSS of 3 (median
22.80 years vs. 27.08 years, P = 0.49). In the two
groups, the percentage of treated patients with disease
modifying treatments was also similar (26% in the
familial MS vs. 28% in the sporadic group).

Discussion

In our series, the crude prevalence of familial MS is 7.84
%. This result is similar to others found previously in
series from the south of Europe [11] which are next to
10%. In other populations, such as in the Sardinian [1]
and the Canadian [12], the prevalence is higher, and it
could be because of genetic or other factors not yet
clarified.

The main objective of this study was to show whether
there is anticipation of age at onset in younger gener-
ations of familial MS. We found in fact that when

8 8 3 3

Age at onset of the older generation (years)
8

S}

3

20 30 40 50 60
Age at onset of the younger generation (years)

Figure 1 Each point shows the age at onset of a pair of relatives
from different generations with familial MS. Wilcoxon rank
test, P < 0.001.
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Figure 2 Age at onset of the disease
comparing familial MS with sporadic MS
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comparing pairs of relatives from different generations,
the younger generations have a lower age at onset.

We found that there actually is anticipation of age at
onset in younger generations of people with MS, where
the age at onset may be genetically determined.
Anticipation is a well-known characteristic of the dis-
eases in which expanded triplets are present. Although
it is accepted that MS is caused by the interaction of
environment and multiple genes, the fact that antici-
pation is found in familial MS, let us think about the
possibility that an expanded triplet could be one of the
genetic factors that play a role in disease development
or even causation. In the Sardinian study [1], the au-
thors hypothesized that the MS-permissive genetic
structure in their population along with recent changes
in the environment might shorten the preclinical phase
of the disease. We have no reasons to assume that
environmental factors are substantially different in
Sardinia and Catalonia, both being Mediterranean
populations.

Moreover, our study shows a significant lower age at
onset in the familial versus the sporadic MS popula-
tions. It could be hypothesized that a greater genetic
load would shorten the preclinical phase of the disease
and predispose to a lower age at onset. Recent studies
have found a younger age at onset in patients with
familial primary progressive MS when comparing with
non-familial [13]. Although this is a controversial sub-
ject in which not all the studies performed find the same
results, differences have not been found in other studies
when comparing familial and sporadic MS [14-16].
However, it seems that there may be a genetic control of
the age at onset because intrafamilial concordance has
also been reported [5,15]. Other published studies, in
agreement with this thought, have reported a lower age
at onset in correlation with the HLA DR15 haplotype,
which is a known familial risk factor [17,18].

70  (median survival estimated by Kaplan—
Meier: 25 vs. 29, P = 0.042).

As already published in other series, we could not
find significant differences comparing familial MS and
sporadic MS in the sex distribution or the progression
of disability [5,12,14]. Other authors have found intra-
familial concordance considering the natural history of
the disease [19] and the severity of disability [20].

Nevertheless, we are aware of the possibility that in
our results a follow-up time bias can be present. In the
younger generation group, there may be some people
who still have not had time to develop the symptoms of
the disease at the time of this study. Moreover, a pos-
sible ascertainment bias in the familial MS cohort could
have an additional influence on the results [16].

In conclusion, we find that there is in fact an antici-
pation of the age at onset of MS in the younger gen-
erations of patients with familial MS. There is also a
lower age at onset in familial versus sporadic MS.
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4.2. TRABAIJO 2: ESTUDIO DEL GEN HLA-DRB1 EN UNA POBLACION
ESPANOLA CON ESCLEROSIS MULTIPLE: SUSCEPTIBILIDAD GENETICA Y PROGRESION DE

LA DISCAPACIDAD

Romero-Pinel L, Pujal JM, Martinez-Yélamos S, Gubieras L, Matas E, Bau L,
Torrabadella M, Azqueta C, Arbizu T. HLA-DRB1: genetic susceptibility and
disability progression in a Spanish multiple sclerosis population. Eur J Neurol

2010; in press. Impact Factor 2009 = 2.51 / Quartil 1 — Neurology (Clinical).

En este segundo trabajo se evaluaron las frecuencias de los alelos HLA-DRB1 en 380
pacientes con EM esporadica y se compararon con las de 1.088 controles para
correlacionarlas con la susceptibilidad a padecer la enfermedad, asi mismo se
analizo el impacto de los alelos en diferentes variables clinicas con especial interés

en la progresion de la discapacidad.

El alelo HLA-DRB1*15 se asocid a la susceptibilidad a padecer EM, encontrandose
con una frecuencia de 18,9% en pacientes vs 10,1% en controles con una OR=2,07
(95% 1C=1,64-2,60), p<0,001. En el analisis multivariante se correlacionaron con un
peor prondstico hasta alcanzar un EDSS de 6 los alelos HLA-DRB1*01 (OR=3,18,

95%IC=1,59-6,35, p=0,001) y HLA-DRB1*04 (OR=2,70, 95%IC=1,38-5,45, p=0,004).

Este trabajo fue presentado como comunicacién oral en el 19th Meeting of the
European Neurological Society, en Milan en el afio 2009 y en el mismo afio como
comunicacidn tipo podster en la LIX Reunidn Anual de la Sociedad Espafiola de

Neurologia en Barcelona.
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HLA-DRB1: genetic susceptibility and disability progression in a
Spanish multiple sclerosis population
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Background and objective: The association of HLA-DRBI1*15 with susceptibility to
multiple sclerosis (MS) has been consistently reported although its effect on the clinical
phenotype is still controversial. The objectives of this study are to investigate the
influence of the HLA-DRBI alleles on the genetic susceptibility to MS and to study
their impact on disability progression in a Spanish population.

Methods: HLA-DRBI typing was performed by PCR-SSP in 380 patients with spo-
radic MS and 1088 unrelated healthy controls. Allelic frequencies were compared
between groups. We studied the correlation between the different alleles and the
progression of MS.

Results: The HLA-DRBI1*15 allele in patients with MS had a statistically significant
higher frequency when compared with controls (18.9% in patients vs. 10.1% in con-
trols, Odds ratio (OR) = 2.07, 95% CI = 1.64-2.60, P < 0.001). In the univariate
analysis, the DRB1*01 and DRB1*04 alleles were associated with a worse prognosis
when considering the time to reach an EDSS of 6, whereas the DRB1*03 was corre-
lated with a better outcome. In the multivariate analysis, the alleles*01 and *04 were
demonstrated to be independent factors to have a worse prognosis.

Conclusions: HLA-DRBI1*15 is associated with MS when comparing patients with
unrelated healthy controls in a Spanish population. The HLA-DRB1*01 and HLA-
DRBI1*04 alleles are related to a worse prognosis when considering the time taken to
reach severe disability.
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However, the strongest and most consistent genetic

Introduction o . ; . :
association with the disease is demonstrated to be with

Both polygenic inheritance and environmental factors
have been demonstrated to be involved in multiple
sclerosis (MS) with the disease susceptibility [1,2] by
means of epidemiological studies [3].

The genes associated with the disease are mostly
encoded in the major histocompatibility complex
(MHC) region located on chromosome 6p21, but not
only [4-6]. Molecular genetic studies have provided the
knowledge of many other gens and genetic regions
which also raises the susceptibility of having MS
[7-10].

Correspondence: T. Arbizu, Multiple Sclerosis Unit, Neurology
Department, Hospital Universitari de Bellvitge, Gran Via s/n, km 2.7,
Hospital Duran i Reynals, 08907 L’Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Spain (tel.: +34 93 2607813; fax: + 34 93 2607778;
e-mails: Iromeropinel@gmail.com; unitatem(@bellvitgehospital.cat).

© 2010 The Author(s)
Journal compilation © 2010 EFNS

the human leukocyte antigen (HLA) class II region
[11,12]. The most frequent haplotype associated with
MS in Caucasian populations is the DR2 haplotype
(DRB1*1501-DRB5*0101-DQA1*0102-DQB1*0602)
[13]. When studying the HLA-DRBI gene, several
alleles have shown to increase the risk of MS and others
have been considered to be protective [14,15].

The HLA-DRBI1*15 allele has been repeatedly asso-
ciated with the susceptibility of MS in different popu-
lations. However, it is very important to point out the
recently studied concept of epistasis, or interaction
amongst genes or genes—environmental factors, which
has an important effect in determining susceptibility in
MS by the complex interactions within the different
HLA loci [14,16,17]. This concept is also widely con-
sidered between the different DRBI1 alleles as it was
shown in recent studies [18,19].
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The published studies in Spain have confirmed the
association between MS and the DR2 haplotype [20—
23], showing some of them an strong association with
DQB1*0602 in populations with different anthropo-
logical origin [23-25].

Our area is located in the surroundings of Barcelona
in Catalonia, north-east of Spain, with a population
that is genetically representative of the Spanish popu-
lation because of historic migrations to this area from
all over the country [26,27].

In other respects, the association of HLA and the
clinical phenotype is still controversial although many
studies have approached this aim [18,28].

The primary objective of this study was to investigate
the frequencies of the HLA-DRBI alleles in a Spanish
MS population and its influence on the genetic sus-
ceptibility to develop the disease. Moreover, a second
objective was to study the impact of the different alleles
on the clinical phenotype with special interest in the
disability progression of MS.

Materials and methods

Patients and controls

This study included 380 unrelated patients diagnosed
with MS. We selected patients with sporadic MS to
avoid any bias with familial MS. The patients were
recruited from June 2005 to December 2008 in the
MS clinic of the Bellvitge University Hospital. The
ethics committee of the same hospital approved the
study. Our MS clinic is the reference center for
demyelinating diseases of the health district of
Gerencia Territorial Barcelona Metropolitana Sud in
Catalonia, north-east of Spain. This region had
1.366.000 inhabitants in December 2008. Patients are
registered using the European Database for Multiple
Sclerosis (EDMUS) [29] and followed up on a
6-monthly basis.

All patients selected for this study fulfilled the
McDonald criteria for Multiple Sclerosis [30,31]. The
mean age at onset was 29.55 (SD 9.97), 64.5%
were women, the mean disease duration was
11.7 years (SD 8.15, range 0.13-45.2) and median
Extended Disability Status Scale (EDSS) score was 2
(range 0-8.5). The clinical course was relapsing
remitting (RR) in 332 patients, secondary progressive
in 31 patients and primary progressive (PP) in 17
patients [32].

The control group comprised the HLA-DRBI typing
from 1088 healthy individuals blood donors from the
Banc de cordo umbilical de Barcelona (Banc de sang i
teixits).

Clinical variables

All patients were visited by a qualified neurologist who
performed a neurological examination assessing the
disease severity by the Expanded Disease Status Scale
(EDSS) [33] at least once each 6 months and whenever
they had a relapse. The clinical data were introduced
prospectively after each visit in EDMUS database. The
clinical variables analyzed in this study comprised sex,
age at onset, symptoms at onset (optic nerve, pyrami-
dal, cerebellar, brainstem, sensory, sphincteric or men-
tal), initial clinical course (RR versus PP), time to reach
an irreversible EDSS score of 3 and 6, and time to reach
the progressive phase from onset in those with RR
initial course.

Samples

All patients were given and signed a written informed
consent specifically performed for this study. After that,
peripheral blood samples (10 ml) from patients with
MS were collected in EDTA.

DNA analysis

The genomic DNA was obtained from peripheral blood
leukocytes using the QIAamp Blood kit (Qiagen, Hilden,
Germany), following the manufacturer’s recommenda-
tions. The samples were genotyped at the HLA-DRBI1
gene locus using a low-resolution sequence-specific PCR
amplification method [34]. Each sample was genotyped
by a set of 24 PCRs, which resolved HLA-DRBI1*01,
DRBI1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*08, DRB1*09,
DRBI1*10, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13, DRB1*14,
DRBI*15, DRB1*16.

Statistical analysis

For univariate analysis, Pearson chi-square test and
t-Student test were performed as appropriate. The
relative predispositional effects of the different alleles
were analyzed [35].

We explored the time to reach the progressive phase
from onset and time to EDSS score of 3 and 6 com-
paring each allele with the rest of them by means of
Kaplan—Meier survival analysis (log rank).

The cohort was shown to be in Hardy-Weinberg
equilibrium. A difference of P <0.05 was considered
statistically significant for every comparison. Bonfer-
roni’s method was used for correction for multiple
comparisons.

Cox logistic regression method was performed to
detect independent factors for reaching an EDSS of 6.

© 2010 The Author(s)
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Table 1 Frequencies of the alleles for patients with sporadic multiple sclerosis (MS) and controls

Alleles of 380 patients Alleles of OR (95% IC)

HLA-DRBI1 with sporadic MS 1088 controls MS versus

alleles (n = 760) (n = 2176) controls P Pc
*01 75 (9.9%) 223 (10.2%) 0.95 (0.72-1.26) 0.780 ns
*03 122 (16.1%) 273 (12.5%) 1.34 (1.06-1.69) 0.014 ns
*04 91 (12.0%) 268 (12.3%) 0.97 (0.75-1.25) 0.822 ns
*07 110 (14.5%) 366 (16.8%) 0.84 (0.67-1.06) 0.138 ns
*08 22 (2.9%) 77 (3.5%) 0.82 (0.50-1.32) 0.403 ns
09 3(0.4%) 21 (1.0%) 0.41 (0.12-1.37) 0.134 ns
*10 15 (2.0%) 31 (1.4%) 1.39 (0.75-2.60) 0.290 ns
*11 66 (8.7%) 270 (12.4%) 0.67 (0.51-0.89) 0.006 ns
*12 5(0.7%) 22 (1.0%) 0.65 (0.25-1.72) 0.383 ns
*13 82 (10.7%) 273 (12.5%) 0.83 (0.64-1.09) 0.176 ns
*14 16 (2.1%) 72 (3.3%) 0.63 (0.36-1.09) 0.096 ns
*15 144 (18.9%) 220 (10.1%) 2.07 (1.64-2.60) <0.001 <0.001
*16 9 (1.2%) 60 (2.8%) 0.42 (0.21-0.86) 0.014 ns

OR, Odds ratio; 95% CI, confidence interval at 95%; P, significance level; Pc, P corrected: significance level after Bonferroni’s method. Statistically

significant associations are given in bold.

Only those variables found significant in univariate
analysis were included in multivariate analysis.

Results

DRB1 alleles and MS susceptibility

The frequencies of the HLA-DRBI alleles are shown in
Table 1 for patients with sporadic MS and controls. The
HLA-DRBI1*15 allele was the most frequent allele
observed in patients. The HLA-DRB1*15 was found
with a significantly higher frequency in patients than in
controls (18.9% in patients versus 10.1% in controls,
Odds ratio (OR) = 2.07, 95% CI = 1.64-2.60,
P<0.001) as well as HLA-DRBI1*03 (16.1% versus
12.5%, OR = 1.34, CI = 1.06-1.69, P = 0.014). On
the contrary, the frequency of HLA-DRBI1*11 was
lower in patients when compared with controls (8.7% vs.
12.4%, OR = 0.67, 95%CI = 0.51-0.89, P = 0.006)
as well as HLA-DRB1#16 (1.2% vs. 2.8%, OR = 0.42,
95%CI = 0.21-0.86, P = 0.014). The other alleles did
not demonstrate significant differences in their frequen-
cies between patients with MS and controls. However,
when we applied the Bonferroni’s method only the HLA-
DRBI1*15 allele maintained its statistical significance
(P < 0.001). After subtracting the HLA-DRBI*15,
only the HLA-DRB1*03 allele was associated with
the disease (P < 0.001). After removing the HLA-
DRB1*03 allele, no other association was observed.

DRBH1 alleles and clinical variables

No statistically significant differences were found
between the alleles and sex distribution, age or symp-
toms at onset of the disease.

© 2010 The Author(s)
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No HLA-DRBI allele was associated with the initial
course of the disease, RR versus PP. DRBI1*12 allele
was overrepresented in PP patients when compared
with RR (40% vs. 4%, P = 0.017). This association
did not survive correction for multiple testing.

When we considered the time from the relapsing onset
to reach the progressive phase, the alleles did not show
any influence. When we analyzed the time to reach an
EDSS score of 3 (from the 380 patients, 113 reached this
outcome), we did not find any statistically significant
relation. Nevertheless, when we studied the time to reach
an EDSS score of 6 (from the 380 patients, 38 reached
this outcome), DRB1*01 and DRBI1*04 alleles were
associated with a shorter time to reach the endpoint with
statistically significant differences (P = 0.004 and
P = 0.02, respectively). We calculated the time to reach
the outcome by 25% of patients with the alleles
DRBI1*01 (n = 38) and DRB1*04 (n = 46) (Figs 1 and
2). We could not calculate the median time because 50%
of patients did not reach the outcome. On the contrary,
the patients with DRB1*03 had a longer time to reach an
EDSS of 6 (P = 0.025). This endpoint was not reached
by 25% of patients with DRB1*03 allele.

In the multivariate analysis, the DRB1*01 (OR =
3.18, 95%CI = 1.59-6.35, P = 0.001) and DRBI1*04
(OR = 2.70, 95%CI = 1.38-5.45, P = 0.004) alleles
were demonstrated to be independent factors to take
a shorter time to reach an EDSS of 6.

Discussion

DRB1 alleles and MS susceptibility

We have shown that HLA-DRBI1*15 allele is associ-
ated with MS susceptibility in our cohort of Spanish
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Figure 1 Twenty-five percent of patients with the HLA-DRBI-01
allele reached an Extended Disability Status Scale of 6 after
15.37 years from the onset and the same percentage of patients
without this allele reached the outcome after 30.95 years

(P = 0.004), estimated by Kaplan—Meier.
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Figure 2 Twenty-five percent of patients with the HLA-DRBI1-04
allele reached an Extended Disability Status Scale of 6 after
17.58 years from the onset, and the same percentage of patients
without this allele reached the outcome after 26.03 years

(P = 0.020), estimated by Kaplan—Meier.

patients. This association has been already well estab-
lished in most studied cohorts and specially the Cau-
casian populations [13]. The highest odds-ratios have
been reported in northern European series [36,37], but
also there are examples of significant associations in
Mediterranean populations [38-40] as well as North
and South American ones [41-43]. Recently, a large
sample of Australian patients with MS showed also a
strong association [44].

We report the largest cohort of patients with MS
which HLA-DRBI alleles have been genotyped in
Spain. Our results about the association of HLA-
DRBI1*15 with the disease are consistent with previous
studies published from other Spanish series [21-23,45].

The HLA-DRB1*03 is the second allele in frequency
associated with MS, although this association after
correction for multiple comparisons lost its significance.
The association with this allele has been already
described in other populations [37,44,46,47].

Several alleles were underrepresented in patients
although differences were not statistically significant.
The DRBI1*11 allele has been already observed in other
series as a possible protective factor [15,18]. The higher
frequency amongst controls can be interpreted as that
they are protective factors by themselves or because of
their interaction with those alleles that imply suscepti-
bility to develop the disease [48].

DRBH1 alleles and clinical variables

In a previous study, we found a lower age at onset in
familial MS when comparing with sporadic MS, which
could be interpreted as related with a possible genetic
factor [49]. However, we did not find any relation
between age at onset and the different alleles. Some
other studies, as our, did not find any association with
age at onset, including some Spanish series [22,23]. On
the contrary, several studies found a significant associ-
ation between a lower age at onset and the HLA-DR15
haplotype, the DRB1*15 allele [37,46,50,51] and other
DRBI alleles [52].

The HLA-DRB1*01 and HLA-DRBI1*04 alleles are
independently associated with a worse prognosis when
considering the time taken to reach severe disability. To
our knowledge, this is the first time that DRB1*01 and
DRB1*04 alleles are related to a more rapid progres-
sion of disability. The studies published that try to
associate the natural history of the disease and the
HLA genotype has led to controversial results [11,13,
18,22,28,37,46-48,50]. In a recent study, the DRB1*01
allele protected against reaching severe disability.
However, this protection happened in sibling pairs in
the presence of the HLA-DRB1*15 allele [18]. Epistatic
interactions between alleles could explain the contra-
diction when comparing with our results.

Our study is concordant with others in which no
relation was found between the DRB1*15 allele and the
disease aggressiveness [37,48,50,53,54]. Several groups
recently demonstrated that patients with HLA-
DRBI1*15 were related to a worse prognosis [55-57],
conversely in a Portuguese study, the DRB1*15 allele
was associated with a better outcome [47]. A relevant
aspect to consider in all these studies is if they have

© 2010 The Author(s)
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enough statistical power to detect the reported effects.
Another issue that could be behind those contradictory
results is the different criteria used for selecting, cate-
gorizing and subdividing patients.

To our knowledge, this is the largest cohort of
Spanish patients with MS to study the association
between HLA-DRBI gene and the disease. The associ-
ation of MS with the DRB1*15 allele is confirmed in our
population. The relation of the DRB1*01 and DRB1*04
alleles with a worse prognosis when considering the time
taken to reach severe disability adds further information
to the controversial results of the correlation amongst
the HLA genotype—phenotype in MS.
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4.3. TRABAJO 3: EPISTASIS ENTRE LOS ALELOS PARENTALES DEL GEN HLA-DRB1

EN UNA COHORTE ESPANOLA CON ESCLEROSIS MULTIPLE

Romero-Pinel L, Pujal JM, Martinez-Yélamos S, Gubieras L, Matas E, Bau L,
Torrabadella M, Azqueta C, Arbizu T. Epistasis between HLA-DRB1 parental alleles
in a Spanish cohort with multiple sclerosis. J Neurol Sci 2010; in press.
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En este tercer trabajo se evaluaron las frecuencias de los genotipos HLA-DRB1
teniendo en cuenta la epistasis entre alelos parentales en 380 pacientes con EM
espordadica y 1088 controles, correlacionandolas con la susceptibilidad a padecer

EM vy su influencia en la progresion de la discapacidad.

Los genotipos que predisponian a padecer EM contenian tres de ellos el alelo HLA-
DRB1*15 (DRB1*03/15, DRB1*04/15, DRB1*08/15), siendo el cuarto homocigoto
para el alelo DRB1*03. La mayor OR fue la del genotipo DRB1*08/15 (OR=3,88, 95%
IC=1,83-8,26, p<0,01), seguido por DRB1*03/03 (OR=3,15, 95% 1C=1,93-5,14,
p<0,01), DRB1*03/15 (OR=2,72, 95% 1C=1,88-3,94, p<0,01) y DRB1*04/15 (OR=2,54,
95% 1C=1,64-3,98, p<0,01). Los genotipos DRB1*01/04 y DRB1*15/15 se asociaron

con peor prondstico, considerando el tiempo hasta alcanzar un EDSS de 6.

Este trabajo fue presentado como comunicacidn tipo pdster en el 20th Meeting of

the European Neurological Society, en Berlin en el afio 2010.
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Background and objective: Multiple sclerosis (MS) has been consistently associated with the HLA-DR2
haplotype and particularly with the HLA-DRB1*15 allele. Epistatic interactions between both parental alleles
in the DRB1 loci have been shown to modify the MS susceptibility risk. This study investigated the
frequencies of various HLA-DRB1 genotypes, their impact on MS susceptibility and their correlation with the
clinical severity in a Spanish population.
Methods: A genotype was considered as the combination of the two parental DRB1 alleles. We compared the
frequencies of the genotypes in a sporadic MS population (n=380) with those of an unrelated healthy
control cohort (n=1088). We correlated the different genotypes with the age at onset, gender distribution,
symptoms at onset, course of the disease and progression severity by means of the time to reach the
progressive phase and EDSS scores of 3 and 6.
Results: We found 81 different genotypes. There were four different MS-predisposing genotypes. Three of
them contained the DRB1*15 allele (DRB1*03/15, DRB1*04/15, and DRB1*08/15) and the fourth was
homozygote for the DRB1*03 allele. The highest odds ratio was found with the genotype DRB1*08/15
(OR=3.88, 95% Cl=1.83-8.26, p<0.01), followed by DRB1*03/03 (OR= 3.15, 95% Cl = 1.93-5.14, p<0.01),
DRB1*03/15 (OR=2.72, 95% Cl=1.88-3.94, p<0.01) and DRB1*04/15 (OR=2.54, 95% Cl=1.64-3.98,
p<0.01). The DRB1*01/04 and the DRB1*15/15 genotypes were associated with a shorter time to reach an
EDSS score of 6.
Conclusions: Our results show the importance of epistatic interactions among the HLA-DRB1 alleles,
modifying the risk for MS as well as its clinical severity.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

to determine MS susceptibility [8,9]. Additionally, the evaluation of large
cohorts has permitted the discovery of interactions among different HLA-

Epistasis, defined as the interaction among genes or between
genes and the environment, is essential to understand the genetics of
multiple sclerosis (MS) [1]. MS is an autoimmune demyelinating
complex genetic disease in which both genetic and environmental
factors contribute to its pathogenesis. The association of MS with the
HLA-DRB1*15 allele has been well established [2,3], although the
relevance of other HLA-DRBI1 alleles as well as other loci within the
major histocompatibility complex (MHC) [4] and outside this region
[5-7] is also well known.

In recent years many studies have been performed to demonstrate the
importance of epistasis among HLA-DRB1, HLA-DQA1, and HLA-DQB1 loci
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Universitari de Bellvitge, Gran Via s/n, km 2,7, Hospital Duran i Reynals, 08907 L'Hospitalet
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(T. Arbizu).
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DRB1 alleles [10-12]. Those interactions can result in a synergistic
epistasis when the conjunction of the two parental alleles increases the
risk of MS as it has been shown in several studies with the HLA-DRB1*08/
15 genotype [11,12]. In those studies also several resistance alleles have
been found, such as DRB1*01, DRB1*10, DRB1*11 and DRB1*14. They
exert their protection against MS interacting with the risk alleles,
particularly with DRB1*15, by various mechanisms. The DRB1*11 and
DRB1*14 protective alleles act reducing the risk associated with DRB1*15
when they are inherited together. The DRB1*01 and DRB1*10 are
protective only when they interact in trans with the DRB1*15-bearing
haplotypes [11]. However, no functional explanation can be given to those
interactions that imply protection or to those that synergistically increase
the risk of MS, therefore there is a need for research in this area.

Recently, several studies have shown the importance of exploring
the influence of DRB1 allele interactions on the clinical phenotype, e.g.
the age at onset of the disease [13] or on the frequency of OCB
(oligoclonal banding) [14].

] Neurol Sci (2010), doi:10.1016/j.jns.2010.07.026
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The primary objective of this study was to investigate the
frequencies of the HLA-DRB1 genotypes considering both parental
HLA-DRBT1 alleles in a large Spanish MS population and its influence
on the genetic susceptibility to develop the disease and its association
with the clinical phenotype.

2. Materials and methods
2.1. Patients and controls

This study included 380 unrelated patients diagnosed with MS and
1088 healthy controls. The patients were recruited from June 2005 to
December 2008 in the MS clinic of the Bellvitge University Hospital.
All patients who accepted to participate in the study were included in
a consecutive manner as they were coming to their visits. Our MS
clinic is the reference center for demyelinating diseases of the health
district of Gerencia Territorial Barcelona Metropolitana Sud in Catalonia,
north-east of Spain. As of December 2008, this region had 1,366,000
inhabitants. Patients were registered using the European Database for
Multiple Sclerosis (EDMUS) [15] and were followed up every six
months.

All patients selected for this study fulfilled the McDonald criteria for
Multiple Sclerosis [ 16]. The mean age at onset was 29.55 years (SD 9.97),
64.5% were female, the mean disease duration was 11.7 years (SD 8.15,
range 0.13-45.2) and the median Extended Disability Status Scale
(EDSS) score was 2 (range 0-8.5). There were 332 relapsing-remitting
(RR) MS patients, 31 secondary progressive (SP) MS patients and 17
primary progressive (PP) MS patients [17].

The control group comprised the HLA-DRB1 typing from 1088
healthy individuals blood donors from the Banc de Cordé Umbilical de
Barcelona (Banc de Sang i Teixits ). The blood samples were collected from
umbilical cords of newborns from the same area where our study was
performed. The controls did not have different ethnic backgrounds
comparing to our patients. Moreover, we excluded all patients who had
any personal or familial known disease.

The study was approved by the local Ethics Committee. All the
patients were duly informed about the study. They were provided
with a written informed consent which they signed.

2.2. Clinical variables

A qualified neurologist visited all patients and performed a
neurological examination assessing the disease severity using the
Expanded Disease Status Scale (EDSS) [18] at least once every six
months and whenever a relapse occurred. After each visit, clinical data
were prospectively entered in the EDMUS database. The clinical
variables analyzed in this study were: gender, age at onset, symptoms
at onset (optic nerve, pyramidal, cerebellar, brainstem, sensory,
sphincteric or mental), initial clinical course (RR vs. PP), time to reach
EDSS scores of 3 and 6, and time to reach the progressive phase from
onset in those with an RR initial course. The EDSS scores included in the
study were only those considered residual EDSS, mantained at least
during six months.

2.3. HLA-DRB1 typing

Peripheral blood samples (10 ml) from MS patients were collected
in EDTA. The genomic DNA was obtained from peripheral blood
leukocytes using the QIAamp Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany),
following the manufacturer's recommendations.

Samples were genotyped at the HLA-DRB1 gene locus using a low-
resolution sequence-specific PCR amplification method [19] which
resulted in HLA-DRB1*01, DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*08,
DRB1*09, DRB1*10, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13, DRB1*14, DRB1*15,
and DRB1*16.

A genotype was considered as the combination of the two parental
DRB1 alleles. All patients and controls were classified based on their
genotype.

2.4. Statistical analysis

We compared the frequencies of the HLA-DRB1 genotypes in
unrelated patients and controls using the Pearson chi-squared test. In
addition we tested the differences between the age at onset and the
various genotypes, using the Student's t test. We studied the relation
between the various genotypes and gender distribution, symptoms at
onset, and relapsing vs. progressive course at onset, using the Pearson
Chi-squared test or Fisher's exact test as appropriate. We explored the
time to reach the progressive phase of the disease from the onset and
the time to reach Extended Disability Status Scale (EDSS) scores of 3
and 6 by comparing each genotype with the others using Kaplan
Meier survival analysis (log rank).

The cohort was shown to be in Hardy-Weinberg equilibrium. A
difference of p<0.05 was considered statistically significant for each
comparison. Bonferroni's method was used for multiple comparisons
correction. We show only the p-value corrected after using Bonferroni's
method.

3. Results
3.1. DRB1 genotypes and MS susceptibility

We found 81 different genotypes considering homozygous as well
as heterozygous combinations of the two parental alleles that were
found in patients and/or controls. Table 1 shows the frequencies of the
HLA-DRB1 genotypes with statistically significant differences be-
tween MS patients and controls. HLA-DRB1*03/15 was the most
frequent genotype observed in patients and it was found with a
significant higher frequency in patients than in controls (OR=2.72,
95% Cl=1.88-3.94, p<0.01). The next two more frequently genotypes
found in patients were also bearing the HLA-DRB1*15 allele which
was found in combination with DRB1*04 and DRB1*07. Out of them,
DRB1*04/15 was significantly more frequent in patients than in
controls (OR=2.54, 95% Cl=1.64-3.98, p<0.01). The fourth most
frequent genotype found in patients was the homozygous combina-
tion of DRB1*03, which was also more frequently found in patients
than in controls (OR=3.15, 95% CI=1.93-5.14, p<0.01). Genotype
DRB1*08/15, although not frequently found, showed to be associated
with MS with the highest odds ratio among all genotypes found
(OR=13.88, 95% CI=1.83-8.26, p<0.01).

Three genotypes were less frequently found in patients than in
controls. They were bearing the DRB1*07 allele and they were
DRB1*03/07, DRB1*07/08 and DRB1*07/16. Nevertheless, the sup-
posed protective genotypes lost their significance after applying the
Bonferroni's method.

Table 1

Frequencies of the genotypes with statistically significant differences between sporadic
MS patients and controls (OR: Odds ratio; 95% CI: confidence interval at 95%; P-value:
significance level after Bonferroni's method).

HLA-DRB1 MS patients Controls OR 95% CI P-value
genotypes (n=380) (n=1088)

*03/15 7.4% 2.8% 2.72 1.88-3.94 <0.01
*04/15 5% 2% 2.54 1.64-3.98 <0.01
*08/15 2.1% 0.6% 3.88 1.83-8.26 <0.01
*03/03 4.5% 1.5% 3.15 1.93-5.14 <0.01
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3.2. DRB1 alleles and clinical variables

No statistically significant differences were found between each of
the different HLA-DRB1 genotypes and patient's gender, age or
symptoms at disease onset.

None of the HLA-DRB1 genotypes was found to be more frequent
when compared with the initial course of the disease, RR vs. PP. We
studied the association between the various HLA-DRB1 genotypes and
the progression of disability in MS patients. When we considered the
time from the relapsing onset to reach the progressive phase of the
disease, the various combinations of the two parental alleles did not
show any influence. When we analyzed the time to reach an EDSS
score of 3 (113 patients achieved this outcome) only the DRB1*04/07
genotype was associated with a shorter time to reach the endpoint.
The median time to reach the EDSS score of 3 was 11.83 (SD 3.12)
years for the patients with DRB1*04/07 in comparison with 22.38
(SD 3.40) years for the patients without that genotype (OR=2.16,
95%Cl=1.05-4.45, p=0.031), however this result did not survive
after correction for multiple testing. Moreover, when we studied the
time to reach an EDSS score of 6 (38 patients achieved this outcome)
the DRB1*01/04 and DRB1*15/15 genotypes were associated with a
shorter time to reach the endpoint (p=0.001). In the multivariate
analysis the DRB1*01/04 (OR=6.17, 95%Cl=1.87-20.33, p=0.003)
and DRB1*15/15 (OR=4.55, 95%CI=1.08-19.17, p=0.039) geno-
types showed to be independent factors in taking a shorter time to
reach an EDSS score of 6 (Fig. 1).

4. Discussion

To our knowledge this is the first study in which the interactions
between both parental DRB1 alleles are explored in a Spanish
population. We have shown that several genotypes containing the
HLA-DRB1*15 allele are associated with MS susceptibility in our cohort.
We demonstrated the association of the disease with the HLA-DRB1*15
allele [20]. The association of MS with DRB1*15 has been well established
[3] although it is known that the interaction of this allele with other
alleles as well as other loci and even with environmental factors play an
important role in increasing or decreasing the MS susceptibility.

In this study, taking into account the interaction between the two
parental DRB1 alleles, patients who had DRB1*08 in the other parental
allele in conjunction with the DRB1*15 had the highest risk of having
MS (OR=3.88) in comparison with controls. Other groups have
already described the same result with the DRB1*08/15 genotype
[1,11,12,21]. However, to our knowledge, this is the first time it has
been found in a Spanish population.

The DRB1*03/15 genotype was also significantly more frequent in
patients than in controls although when we considered each allele
independently from the other, the DRB1*03 allele did not reach
significance after multiple testing correction [20]. The DRB1*03 allele
had been found related with MS susceptibility in several cohorts [22-
24]. The association of this genotype with MS can be reflecting a
synergistic epistasis between both alleles. Similarly the DRB1*04/15

100
20,33 19,17
x
o 10
6,17
4,55
1,87
1 1,08
DRB1*01/04 DRB1*15/15

Time to EDSS 6

Fig. 1. Odds ratio of genotypes associated with a shorter time to reach an EDSS score of 6.

genotype was also significantly more frequent in patients than in
controls. Although in the Australian population the DRB1*04 allele
was found to be protective [24], in various Mediterranean series it was
observed to be associated with the disease [25-27]. In a recent study
in an Australian population the combination of DRB1*15 and DRB1*04
was related with a lower age at onset [13]. Taking together the
association with the lower age at onset in that study and the higher
susceptibility in our cohort it could be interpreted that a greater
genetic load can shorten the preclinical phase of the disease.

We did not find an association between MS and homozygote
patients for the DRB1*15 allele as it would have been expected based
on previous studies [11,21,28]. In an Italian study, no DR15 dose effect
on MS susceptibility was found [29]. Maybe a common ancestral
origin in the Mediterranean basin could be behind that fact.

DRB1*03 homozygote patients (*03/03 genotype) were shown to
be at higher risk of having MS (OR=3.146). It has been already
described in other populations the dose effect of the DRB1*03 allele
when found in a homozygous combination in comparison with those
having DRB1*03 in conjunction with any allele [21,24].

There are three different genotypes less frequent in MS patients in
comparison with controls (DRB1*03/07, DRB1*07/08 and DRB1*07/16)
although their significance was lost after applying the multiple testing
correction. Interestingly, the allele DRB1*07 allele was present in all
those genotypes. The DRB1*07/15 was the second in frequency among
patients and it was the only genotype among the first four more
frequent genotypes that did not represent a risk for having the disease.
One could hypothesize that the DRB1*07 allele exerts an epistatic effect
along with the DRB1*15 but in an opposite direction which neutralizes
this genotype. The DRB1*07 allele has its highest prevalence in the
Basque Country and in the study performed in that area a protective
haplotype containing this allele was found, although that result did not
survive the Bonferroni's method [30]. It had been previously reported as
a protective allele in other populations in Northern Europe [31] and in
Italy [29].

Regarding the clinical phenotype, we found a significant associa-
tion between the DRB1*01/04 genotype and a worse prognosis
considering the time to reach an EDSS score of 6. The HLA-DRB1*01
and HLA-DRB1*04 alleles had been previously found independently
associated with a worse prognosis also when considering the time
taken to reach severe disability [20]. Therefore, an additive epistatic
influence may be present in patients with those two parental alleles in
conjunction. We found also an association with the DRB1*15/15
genotype and the disease aggressiveness. The homozygote patients
for the DRB1*15 allele had also a worse prognosis when considering
the time to reach an EDSS score of 6. That result was not found when
considering the DRB1*15 allele independently from the other parental
allele [20], that would be in accordance with an association of HLA-
DRB1*1501 dose effect and the risk and severity as recently shown in
other cohorts of MS patients [28,32].

Although several previous studies had not found any relationship
between DRB1*15 and disease severity [21,33], recent studies in
different populations did find it related with a worse prognosis
[32,34,35]. The results of a recent research suggest that the DRB1*1501
allele increases the disease severity by facilitating the development of T2
lesions in MRI [36].

The present study is the first study in a Spanish population which
explores the interactions between both parental DRB1 alleles. The
combination of the two parental DRB1 alleles by epistasis may
increase their influence on the susceptibility and the phenotype as
previously shown in other populations (Table 2).

In conclusion, our findings indicate that several genotypes
including the DRB1*15 allele together with DRB1*03, DRB1*04 or
DRB1*08 in the other parental allele as well as the homozygote
genotypes for DRB1*03 are associated with a higher risk of developing
MS. The patients with a homozygote genotype for DRB1*15 and those
with DRB1*01 in combination with DRB1*04 in the other parental
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Table 2

HLA-DRB1 genotypes related with MS susceptibility risk, prognosis and age at onset comparing with published data.

HLA-DRB1 genotypes Reference Population Susceptibility Prognosis Age at onset

*01/04 Romero-Pinel et al. 2010 [pr] Spain No effect Worse No effect

*01/15 Barcellos et al. 2006 [21] US, UK, Italy, Spain 1 No effect No effect
Ramagopalan et al. 2007 [11] Canada 1(a) - -
DeLuca et al. 2007 [10] Canada - Better -

*03/03 Barcellos et al. 2006 [21] US, UK, Italy, Spain 1(b) No effect No effect
Stankovich et al. 2009 [24] Australia 1(b) - -
Romero-Pinel et al. 2010 [pr] Spain 1 No effect No effect

*03/15 Barcellos et al. 2006 [21] US, UK, Italy, Spain 1 No effect No effect
Romero-Pinel et al. 2010 [pr] Spain 1 No effect No effect

*04/15 Barcellos et al. 2006 [21] US, UK, Italy, Spain 1 No effect No effect
Romero-Pinel et al. 2010 [pr] Spain T No effect No effect
Wau et al. 2010 [13] Australia - - Earlier

*04/08 Wau et al. 2010 [13] Australia - - Later

*08/15 Dyment et al. 2005 [12] Canada T - -
Barcellos et al. 2006 [21] US, UK, Italy, Spain No effect No effect
Ramagopalan et al. 2007 [11] Canada 1(a) - -
Romero-Pinel et al. 2010 [pr] Spain 1 No effect No effect

*10/15 Ramagopalan et al. 2007 [11] Canada 1(a) - -

*11/15 Ramagopalan et al. 2007 [11] Canada 1) - -

*14/15 Barcellos et al. 2006 [21] US, UK, Italy, Spain ! - No effect
Ramagopalan et al. 2007 [11] Canada ) - -

*15/15 Barcellos et al. 2003 [28] us 1(c) Worse No effect
Ballerini et al. 2004 [29] Italy No dose effect - -
Barcellos et al. 2006 [21] US, UK, Italy, Spain 1(c) No effect No effect
Ramagopalan et al. 2007 [11] Canada 1(c) - -
Wu et al. 2010 [13,32] Australia 1 Worse No effect
Romero-Pinel et al. 2010 [pr] Spanish No effect Worse No effect

1 Increased MS susceptibility, | decreased MS susceptibility, and - not explored.

(a) Compared to DRB1*15/X genotype, (b) dose effect in homozygous combination (DRB1*03/03) compared to DRB1*03/X genotype, (c) dose effect in homozygous combination

(DRB1*15/15) compared to DRB1*15/X and [pr] present reference.

allele show a more rapidly disabling progression of the disease. These
results add further information to the current knowledge of the
complex genetic epistasis in MS.
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4.4. TRABAIJO 4: ASOCIACION DEL ALELO HLA-DRB1*15 Y BANDAS

OLIGOCLONALES IgG EN UNA COHORTE ESPANOLA CON ESCLEROSIS MULTIPLE

Romero-Pinel L, Martinez-Yélamos S, Bau L, Matas E, Gubieras L, Pujal JM, Arbizu
T. HLA-DRB1*15 allele is associated with oligoclonal immunoglobulin G bands in a

Spanish cohort with multiple sclerosis. Submitted.

En este cuarto trabajo se correlacionaron los alelos y los genotipos HLA-DRB1 con la
presencia o ausencia de bandas oligoclonales 1gG (BOC) en liquido cefalorraquideo
(LCR) en 268 pacientes con EM esporadica. Los tipajes de HLA-DRB1 en pacientes

con BOC y sin ellas fueron comparados con 1.088 controles sanos.

El alelo HLA-DRB1*15 se hallé en una frecuencia mayor en los 206 pacientes con
BOC positivas respecto a los 62 con BOC negativas y la diferencia fue
estadisticamente significativa (39,3% vs 16,1%, OR=1,38 95% 1C=1,18-1,61,
p<0,001). Al comparar los alelos HLA-DRB1 entre pacientes y controles, el HLA-
DRB1*15 se asocid con la enfermedad sélo en el grupo de pacientes con BOC
positivas (20,4% vs 10,1%, OR=2,28, 95% 1C=1,726-3,004, p<0,001). Ninguno de los
55 genotipos encontrados mostrd asociacion con la presencia o ausencia de BOC en

LCR.

Este trabajo es presentado como comunicacién tipo pdster en el 26th ECTRIMS

Congress, en Gotemburgo en el afio 2010.
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ABSTRACT

Background and objective: The HLA-DRB1*15 allele is considered the most
important genetic risk factor of multiple sclerosis (MS). This study investigated the
association between HLA-DRB1 alleles and the presence of oligoclonal
immunoglobulin G bands (OCB) in the cerebrospinal fluid (CSF) in a Spanish
population with MS.

Methods: The HLA-DRB1 typing was performed in 268 sporadic MS patients and
the detection of OCB in CSF. HLA-DRB1 allelic frequencies were compared
between OCB-positive and OCB-negative patients and both groups were also
compared with 1088 unrelated healthy controls. Moreover, we correlated the
various HLA-DRB1 genotypes, considering all the combinations of both parental

alleles found with the presence or absence of OCB.

Results: We found 206 OCB-positive and 62 OCB-negative patients. The HLA-
DRB1*15 allele in OCB-positive patients had a higher frequency when compared
with OCB-negative patients (39.3% in OCB-positive vs. 16.1% in OCB-negative,
OR=1.38 95% CI=1.18-1.61, p<0.001). The other alleles did not show differences.
When we compared with controls, the HLA-DRB1*15 allele was associated with the
disease only in the OCB-positive patients group. None of the 55 genotypes found

showed any association with the presence or absence of OCB.

Conclusions: HLA-DRB1*15 allele is associated with OCB-positive MS patients
when studying a Spanish MS population.



1. INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune demyelinating complex genetic
disease in which the association of MS with the HLA-DR2 haplotype has been
well established in most studied populations (1). However, the mechanism by

which the risk susceptibility is increased has not been well elucidated yet.

The presence of oligoclonal immunoglobulin G bands (OCB) in the
cerebrospinal fluid (CSF) constitutes the most characteristic biochemical marker
of MS and it is usually determined during the diagnosis process (2,3). They are
present in 95% of northern European MS patients and in a lower proportion in

other populations (3-5).

An association between the presence of OCB and the HLA-DRB1*15 allele has
been observed in various populations from Sweden, Japan and Australia (4-6).
An association between the absence of OCB and the HLA-DRB1*04 allele in
the Swedish, the Sardinian and the Japanese cohorts has also been shown
(4,6). It is unknown if those associations are also present in other European MS
populations, such as the Spanish one, whose disease is less prevalent than in
the Northern European population, with less frequent presence of HLA-

DRB1*15 and a lower proportion of positive OCB.

In the present study our purpose is to determine whether there is an association

between the HLA-DRB1 alleles and genotypes and the OCB status.



MATERIALS AND METHODS

Subjects

Our MS clinic is the reference centre for demyelinating diseases in the health
district of Gerencia Territorial Barcelona Metropolitana Sud in Catalonia, in
North-Eastern Spain. As of December 2008, this region had 1.366.000
inhabitants. The crude hospital-based prevalence of MS was 77.1 per 100.000

inhabitants on 31°

of December 2004. Patients were registered using the
European Database for Multiple Sclerosis (EDMUS) (7) and were followed-up
on a six-monthly basis. From June 2005 to December 2008, the MS clinic of the

Bellvitge University Hospital recruited 380 unrelated patients diagnosed with MS

to participate in the MS HLA study (8).

We selected for this study all patients who had undergone a lumbar puncture for
diagnostic purposes and fulfilled the McDonald criteria for Multiple Sclerosis (9).
In our study, 268 patients were eligible. The initial clinical course was relapsing
remitting (RR) in 257 patients and primary progressive (PP) in the other 11
patients. The mean age at onset was 30.33 years (SD 9.87), 64.2% were
female and the mean disease duration was 6.22 years (SD 4.19, range 0.13-
37.8), defined as the time from the first symptom attributable to MS until the

moment of the last examination recorded in the EDMUS at the time of the study.

The study was approved by the local Ethics Committee. All patients were duly
informed about the study. They were provided with a written informed consent

form which they signed.



HLA-DRB1 typing

Peripheral blood samples (10ml) from MS patients were collected in EDTA. The
genomic DNA was obtained from peripheral blood leukocytes using the QlAamp
Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany), following the manufacturer's
recommendations. Samples were genotyped at the HLA-DRB1 gene locus
using a low-resolution sequence-specific PCR amplification method (10). A

genotype was considered as the combination of the two parental DRB1 alleles.

CSF analysis

All patients underwent a lumbar puncture and a plasma sample collection at the
same time for diagnostic purposes. Matched CSF and plasma samples were
analyzed by isoelectric focusing and specific immunofixation for G
immunoglobulin oligoclonal bands following the technique described originally
by Walker et al (11). OCB-positive patients were defined as those with 2 or
more bands in CSF and with no bands in plasma. The OCB analyses were

performed by the Immunology Department of our hospital.

Statistical analysis

We analyzed the frequencies of OCB-positive and OCB-negative patients and
we compared the age at onset, the gender distribution, the initial course (RR
versus PP), the disease duration or mean EDSS between OCB-positive and

OCB-negative patients. We also compared the frequencies of the HLA-DRB1



alleles and genotypes between OCB-positive and OCB-negative patients.
Moreover, both groups, OCB-positive and OCB-negative patients, were
compared with 1088 unrelated healthy controls regarding HLA typing. We
performed those comparisons using Pearson Chi-squared test and Student’s t

test, as appropriate.

The cohort was shown to be in Hardy-Weinberg equilibrium. A difference of p
<0.05 was considered statistically significant for each comparison. Bonferroni’s

method was used for multiple comparisons correction.

2. RESULTS

We found 206 OCB-positive patients out of the 268 patients selected for this
study. The other 62 patients were OCB-negative. Therefore, 76.9% of our
cohort was comprised by OCB-positive patients. There were no statistical
differences between the gender distribution or the age at onset and the OCB
status. No differences were found either between OCB-positive or negative
patients regarding the initial course of the disease (RR vs PP), the duration of

disease or the mean EDSS.

The frequency of patients with at least one HLA-DRB1*15 allele in this cohort
was 34%. The frequency of the HLA-DRB1*15 allele in OCB-positive MS
patients was statistically significantly higher when compared with OCB-negative
patients (39.3% versus 16.1%, OR=1.38, 95% CI=1.18-1.61, p<0.001) (Table

1). This association survived after applying Bonferroni’s method. The other



alleles did not show statistically significant differences regarding their

frequencies in OCB-positive patients versus OCB-negative patients.

When selecting the OCB-positive patients and comparing their allelic
frequencies with controls, DRB1*15 was the only allele associated with the
disease (20.4% versus 10.1%, OR=2.28, 95% CIl=1.726-3.004, p<0.001).
Nevertheless when selecting the OCB-negative patients and comparing them
with controls, we could not demonstrate any association. The DRB1*03 allele
was related with OCB-negative patients when comparing this group with
controls, however that association did not survive after the correction for

multiple comparisons.

The presence or absence of OCB did not show any influence on the frequency
of any of the 55 genotypes found, considering both the homozygous and the

heterozygous combinations of the two parental alleles found in patients.

3. DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study in which the interaction between DRB1
genotyping and the OCB-status is explored in a Spanish population. We have
shown that the HLA-DRB1*15 allele is associated with OCB-positivity in MS
when compared with OCB-negative patients, in accordance with previous

reports (4-6,12).



We already demonstrated the association of the disease with the DRB1*15
allele in Spanish MS patients when compared with controls.[8] In the present
study we observed that association only in OCB-positive MS patients as it had
been shown in previous studies (4,6). However, in other cohorts DRB1*15 was
found to predispose to MS in OCB- positive as well as OCB-negative patients
although with a stronger association in the positive group (5,12). We are aware
that the reduced total number of OCB-negative patients in our cohort might limit
us to find any statistical association with this group, if any. Nevertheless we
should point out that the percentage of OCB-negative patients in our cohort
seems to be inexplicably higher when compared to other European populations
(3). In a recent Spanish cohort the percentage was similar to ours, however
patients had a diagnosis of clinically isolated syndrome (CIS) at the time of the

study (13).

Despite the differences among studies, the DRB1*15 allele is consistently
related with the presence of OCB. The mechanism by which the DRB1*15 and
the OCB are associated is an intriguing issue. We could hypothesize that the
DRB1*15 allele predisposes to the synthesis of OCB in CSF after observing that
DRB1*15 patients had a higher percentage of OCB-positivity in our study
compared with patients carrying other alleles. This hypothesis may be
supported by previous published results in which DRB1*1501 patients showed
elevated levels of inflammation in CSF such as higher IgG synthesis levels,
matrix metalloproteinase-9 activity and an altered T-cell activation status (14).
However, those results alone cannot exclude the fact that the DRB1*15 acts
synergistically with OCB in MS patients. This plausible theory was defended in

an interesting study in which the OCB and DRB1*1501 typing were analyzed in



patients and siblings without MS and it was shown that only patients had both
factors (15). Therefore there might be a need for further investigations studying
CSF in controls to determine if DRB1*15 in this group is also related with OCB

without predisposing to MS.

In conclusion, our findings indicate that DRB1*15 is associated with OCB-
positivity in Spanish MS patients, whether with a cause-effect relation or with a
synergistic one. These results add further information to the current knowledge

of the complex immunogenetic pathogenesis in MS.

Table 1.

Demographic, clinical and genotyping data of OCB-positive and OCB-negative patients.

OCB + patients OCB - patients p

N= 206 N=62
Female rate (%) 63.6% 66.1% ns
Age at onset (years); mean 30.01 31.41 ns
Relapsing onset rate (%) 96.8% 95.6% ns
Duration of disease (years); mean 5.92 7.25 ns
EDSS; mean 2.29 2.29 ns
HLA-DRB1*15 allele (%) 39.3% 16.1% <0.001

OCB: oligoclonal bands; p: significance level after Bonferroni’'s method; ns: not significant.
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5. DISCUSION

5.1. DISCUSION GENERAL

La EM es una enfermedad en cuya etiologia, aunque desconocida, sabemos que
intervienen factores genéticos y ambientales®. La agregacién familiar ha sido bien
documentada en los Gltimos afios gracias a los estudios de epidemiologia genética™
y se ha demostrado que los genes del sistema HLA y en concreto los
correspondientes al haplotipo HLA-DR2 son los que se han asociado al riesgo de
padecer la enfermedad con una mayor consistencia’’. Sin embargo, si la historia
natural de la enfermedad se ve modificada en las formas familiares debido a la
influencia genética es un tema bajo discusiéon y que ha llevado a resultados

17,179

contradictorios . Del mismo modo sigue siendo controvertido si determinados

genes modifican el fenotipo clinico de Ia EM™36180,

En este trabajo analizamos la prevalencia de EM familiar en una amplia cohorte de
pacientes y su asociacion a determinadas caracteristicas clinicas de la enfermedad,
asi como la existencia de asociacion del gen HLA-DRB1 con la susceptibilidad a
padecer EM o con determinados factores clinicos, fundamentalmente de progresién
de la discapacidad, o paraclinicos como es la presencia de BOC en LCR. Nuestros
resultados muestran que existe asociacion entre las formas familiares de EM y una

edad de inicio inferior de la enfermedad y que determinados alelos y genotipos del
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gen HLA-DRB1 se asocian no sdélo con el riesgo a padecer EM sino también con una

progresion mas rdpida de la discapacidad asi como con la presencia de BOC.

En el TRABAJO 1 se demuestra que la prevalencia de EM familiar en nuestra cohorte
es de 7,84% y que la edad de inicio de la enfermedad es inferior en las generaciones
mds jovenes de pacientes con EM familiar asi como en las formas familiares cuando

comparamos con las formas esporddicas.

La prevalencia de EM familiar hallada en nuestra serie de pacientes con EM es
similar a la de otros estudios realizados en el sur de Europa, tres de ellos en Espaiia,
y que situarian dicha prevalencia en torno al 10%°** (Tabla 8). En otras
poblaciones, sin embargo, nos encontramos con prevalencias mucho mas elevadas,

2627 Estas

como por ejemplo en Canada con una prevalencia de alrededor del 20%
diferencias podrian deberse a factores genéticos o ambientales no aclarados hasta
el momento. Estos mismos factores también podrian explicar la prevalencia de EM
familiar tan baja, del 2%, hallada en Hungria'®'. Aunque por otro lado, no hay que
olvidar que en todos estos estudios podemos encontrarnos con diferencias
metodoldgicas que expliquen en parte la disparidad de algunos resultados. Asi, por

ejemplo, hay estudios de base poblacional y otros de base hospitalaria, siendo los

primeros estudios de mayor validez.
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REFERENCIA PREVALENCIA

PACIENTES EM FAMILIAR

Sadovnick et al. 1988’ Canada 815 20%
Carton et al. 1997°° Bélgica 674 15%
Landete et al. 1998% Espafia (Valencia) 127 10%
Fernandez-Pérez et al. 1999** Espafia (Andalucia) 308 7.47%
Ebers et al. 2000°° Canadd 1044 19.8%
Sazdovitch et al. 2000” Francia 357 10%
Amela-Peris et al. 2004 Espafia (Islas Canarias) 266 13.9%
Fricska-Nagy et al. 2007"* Hungria 1500 2%
Romero-Pinel et al. 2010 Espafia (Catalufia) 1110 7.8%

TABLA 8. Prevalencias de EM familiar en diferentes series publicadas.

Por otro lado, en este trabajo detectamos que existe anticipacion en la edad de
inicio de la enfermedad en la EM familiar. Se compararon parejas de familiares de
diferentes generaciones y encontramos que la generacién mas joven tiene una edad

de inicio inferior de la enfermedad.

La edad de inicio es una caracteristica clinica que puede estar genéticamente
determinada y ademads la anticipacion es una caracteristica conocida de las
enfermedades causadas por la expansién de tripletes. La EM sabemos que se debe a
la interaccién de factores genéticos y ambientales, y el hecho de hallar anticipacién
en la EM nos hace pensar en la posibilidad de que algunos de los factores genéticos

implicados en la enfermedad influyan en la edad de inicio de la misma.
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En un estudio realizado en Cerdefia™®* en el gue también se objetiva anticipacion en
la edad de inicio en las generaciones mads jovenes, los autores hipotetizan que,
ademas de las caracteristicas genéticas de su poblacién, también determinados
cambios recientes medio-ambientales podrian estar implicados en este hecho. Dado
gue Catalufia y Cerdefia son ambas poblaciones mediterraneas, podriamos pensar
gue esos mismos factores ambientales estarian dando lugar a la anticipacion en la

edad de inicio.

Hay que destacar la posibilidad de que en estos resultados se halle presente un
sesgo de seguimiento, ya que en las generaciones mas jovenes puede haber
personas que aun no hayan iniciado la enfermedad en el momento del estudio.
Cabria repetir el analisis en un futuro cuando tengamos un numero suficiente de
formas familiares para intentar evitar dicho sesgo, tal y como se ha demostrado en

otro estudio de nuestra Unidad®®®,

Por otro lado hemos objetivado una edad de inicio inferior en las formas familiares
de la enfermedad respecto a las esporddicas. Podriamos pensar que una carga
genética mayor podria estar acortando la fase preclinica de la enfermedad en las
formas familiares. Cabe destacar el hecho de que en las formas familiares puede
darse un sesgo que influya en nuestros resultados debido a una mayor vigilancia por
parte de estos pacientes que les lleve a consultar antes. Aunque este sesgo
pensamos que no puede ser corregible facilmente se ve mitigado por el hecho de
qgue hemos considerado para nuestros analisis siempre la edad de inicio de Ia

enfermedad y no la del diagndstico.
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Estudios recientes han hallado también una edad de inicio inferior en las formas PP

179,184

de la EM comparando formas familiares y esporadicas . Sin embargo, otros

estudios no habian obtenido diferencias entre las formas familiares y las

149,185,186

esporadicas . No obstante, parece demostrado que la edad de inicio estd

bajo control genético dado que de manera repetida se ha encontrado concordancia

17,18,149,186

intrafamiliar para esta variable Ademas, en la literatura se ha

correlacionado una edad de inicio inferior con el HLA-DR15 que es el principal factor

genético de riesgo’>13%1%,

No hallamos diferencias significativas en cuanto a la distribucién por sexos o la

progresién de la discapacidad entre formas familiares y esporadicas, al igual que en

17,26,185

estudios previos . En cambio, otros estudios si han encontrado concordancia

17,150
d

intrafamiliar en el curso clinico de la enfermeda y en la progresidon de la

d™'. Las diferencias metodolégicas a la hora de incluir pacientes asi

discapacida
como de clasificarlos pueden explicar en parte la disparidad de resultados hallados
en este tipo de estudios. Por un lado, algunos trabajos han utilizado muestras de
pequefio tamafio que han dado lugar a subgrupos que a la hora de analizarlos
tienen un bajo poder estadistico. Por otro lado, algunos estudios han considerado la
discapacidad teniendo en cuenta el indice de progresién del EDSS en funcién del
tiempo de evolucion®™ mientras otros han considerado el EDSS en un corte

. . . .. 134,1
transversal sin considerar el tiempo de evolucion**°.
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En el TRABAJIO 2 demostramos que existe asociacion del alelo HLA-DRB1*15 con el
riesgo de padecer esclerosis multiple y de los alelos HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04
con un peor prondstico de la enfermedad considerando la velocidad de progresion

de la discapacidad.

Ademas de ser el estudio mds amplio realizado en la poblacién espafola respecto al
tipaje HLA-DRB1, nuestro estudio tiene el valor de haber sido realizado en un drea
gue ha recibido en las ultimas décadas una importante proporcién de poblacién
migratoria desde muchas otras dreas de Espaifa. Por este motivo los resultados
hallados pueden ser interpretados como representativos de los pacientes espanoles

con EM.

En nuestro estudio se objetiva que el alelo HLA-DRB1*15 es el mas frecuente en los

pacientes con EM y que este alelo se asocia con la susceptibilidad a padecer la

enfermedad cuando comparamos con controles sanos. Estos resultados son

consistentes con los publicados de la mayoria de poblaciones caucdsicas

estudiadas’’, en los que se ha demostrado una fuerte asociacion con este alelo. Lo
116-118,123

mismo sucede con la mayoria de series publicadas en Espaiia , aungue un

. . .z ST . .20 111
estudio reciente con poblacidn vasca no hallé dicha asociacion™.

El alelo HLA-DRB1*03 es el segundo en frecuencia en los pacientes de nuestra serie
aungue la asociacion con la enfermedad no fue estadisticamente significativa, a

diferencia de lo descrito en otras poblacione592’95’99’138.
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No se hall¢ significacion estadistica en cuanto a la frecuencia del alelo DRB1*04 tal y
como se podria haber esperado debido al hecho de que en otras series del sur de

Europa el haplotipo DR4 se demostré asociado con la enfermedad®”®.

Ninguno de los alelos que estaban menos representados en los pacientes que en los
controles mostraron significacion estadistica. El alelo DRB1*11 que era uno de ellos,

se habia observado en otras series como un posible factor protector®®®*. L

a
frecuencia mas elevada en controles se puede interpretar como que son factores

protectores en si o debido a su interaccién con otros alelos que incrementan el

riesgo a padecer la enfermedad®.

El hecho de que en nuestro trabajo previo se demostrara una edad de inicio inferior
en las formas familiares, lo relacionamos, tal y como se ha comentado previamente,
con posibles factores genéticos. Por dicho motivo, esperabamos hallar alguna
asociacion entre los diferentes alelos y la edad de inicio de la enfermedad, pero no
fue asi. En otros estudios tampoco se demostré asociacion con la edad de

117,11 . . e e .
118 por el contrario, otros autores hallaron relacion entre una edad de inicio

inicio
inferior y el haplotipo HLA-DR15, el alelo DRB1*15%>**"*87 y con otros alelos del gen

HLA-DRB1°,

Hemos demostrado que los alelos HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04 se asocian de
manera independiente con un peor prondstico al considerar el tiempo hasta
alcanzar discapacidad severa, considerada ésta como un EDSS de 6. Tal y como
comentabamos previamente en este sentido los resultados publicados hasta el
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74,77,81,92,95,104,136-138 . . .
. Asi en un estudio reciente el

momento han sido contradictorios
alelo HLA-DRB1*01, en contraposicion con nuestro resultado, protegia de alcanzar
discapacidad severa’®. En este estudio, en las parejas de hermanos el alelo
DRB1*01 conllevaba un mejor prondstico en presencia de HLA-DRB1*15, por lo que

pensamos que las interacciones epistdticas entre alelos podria explicar la

contraposicién con el resultado de nuestro trabajo.

Nuestros resultados son concordantes con los de otros autores en cuanto a la
ausencia de relacién del alelo DRB1*15 con la agresividad de Ia

d81,92,137,141,188

enfermeda . Dos grupos recientemente demostraron asociacion del

144145 mientras otro lo relacionaba con una

alelo DRB1*15 con un peor prondstico
mejor evolucién®. Un aspecto a considerar y que podria explicar estas

contradicciones, como ya habiamos comentado, son las diferencias en los criterios

utilizados a la hora de seleccionar y categorizar a los pacientes.

En el TRABAJO 3 demostramos la importancia de las interacciones epistdticas entre
ambos alelos parentales HLA-DRB1, modificando la susceptibilidad de padecer EM

asi como la severidad clinica.

Detectamos cuatro genotipos que aumentan la susceptibilidad a padecer EM, tres
de ellos contienen el alelo DRB1*15 en combinacién en el otro alelo parental con
DRB1*03, DRB1*04 o DRB1*08 y el cuarto es homocigoto para el alelo DRB1*03.

Los pacientes homocigotos para el alelo DRB1*15 y aquellos con el DRB1*01 en
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combinacidon con DRB1*04 en el otro alelo parental muestran una mas rapida

progresién de la enfermedad.

El hecho de que varios genotipos de los que aumentan la susceptibilidad a padecer
EM contengan el alelo HLA-DRB1*15, estd en concordancia con nuestro resultado
del trabajo 2 en el que se demuestra la asociacién de este alelo con la enfermedad.
Sin embargo, podria no ser asi ya que sabemos que la interaccidén de este alelo con
otros alelos o incluso con factores ambientales puede hacer variar esta

predisposicion.

Es destacable el hecho de que el genotipo HLA-DRB1*08/15 de lugar a la OR mas
alta (OR=3,88) al comparar pacientes con controles, dado que el alelo DRB1*08 de
forma independiente en nuestra cohorte no estd relacionado con la enfermedad.

®>%681 (Tabla 9), siendo légico intuir

Otros grupos han descrito este mismo resultado
gue tiene lugar una epistasis sinergistica entre ambos alelos. Es la primera vez que
se describe esta asociacién en una poblacidn espafiola con EM, ya que en un

estudio previo habia pacientes espafioles junto con los de otras poblaciones y no se

. . . 1
analizaron de manera independiente®..
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GENOTIPOS  REFERENCIA POBLACION SUSCEPTIBILIDAD PRONGSTICO EDAD DE
HLA-DRB1 INICIO
*01/04 Romero-Pinel et al. 2010 Espafia No efecto Peor No efecto
*01/15 Barcellos et al. 2006% US,UK, Italia,Espafia ™ No efecto No efecto
Ramagopalan et al. 2007%®  Canada d(a) - -
Deluca et al. 2007 Canada - Mejor -
*03/03 Barcellos et al. 2006% US,UK, Italia,Espafia ™b) No efecto No efecto
Stankovich et al. 2009%° Australia ™b) - -
Romero-Pinel et al. 2010 Espaiia ™ No efecto No efecto
*03/15 Barcellos et al. 2006% US,UK, Italia,Espafia ™ No efecto No efecto
Romero-Pinel et al. 2010 Espafia ™ No efecto No efecto
*04/15 Barcellos et al. 2006% US, UK, Italia,Espafia 0 No efecto No efecto
Romero-Pinel et al. 2010 Espaiia ™ No efecto No efecto
Wu et al. 2010™° Australia -- -- Inferior
*04/08 Wu et al. 2010 Australia - - Superior
*08/15 Dyment et al. 2005% Canada ™ - -
Barcellos et al. 2006% US,UK, Italia,Espafa ™ No efecto No efecto
Ramagopalan et al. 2007°°  Canada M™a) -- -
Romero-Pinel et al. 2010 Espaiia ™ No efecto No efecto
*10/15 Ramagopalan et al. 2007°°  Canada J(a) -- -
*11/15 Ramagopalan et al. 2007°°  Canada J(a) -- --
*14/15 Barcellos et al. 2006% US, UK, Italia,Espafia J - No efecto
Ramagopalan et al. 2007°°  Canada NA -- -
*15/15 Barcellos et al. 2003”8 us ™) Peor No efecto
Ballerini et al. 2004% Italia No efecto de - -
dosis
Barcellos et al. 2006 US,UK, Italia,Espafa ™) No efecto No efecto
Ramagopalan et al. 2007°°  Canada ™) -- -
Wu et al. 2010746 Australia 0 Peor No efecto
Romero-Pinel et al. 2010 Espafia No efecto Peor No efecto
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TABLA 9. Genotipos HLA-DRB1 relacionados con la EM, en cuanto a susceptibilidad,

prondstico y edad de inicio. (a) Comparado con DRB1*15/X, (b) efecto de dosis en

homocigosis (DRB1*03/03) comparado con DRB1*03/X, (c) efecto de dosis en

homocigosis (DRB1*15/15) comparado con DRB1*15/X, -- no explorado.
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El genotipo DRB1*03/15 también lo hallamos asociado con la susceptibilidad a
padecer EM. En este caso el DRB1*03 en solitario en nuestra cohorte no mostré
asociacion estadisticamente significativa con la enfermedad, aunque si se halla

9138 £n este caso

descrito asociado con el riesgo de enfermedad en otras cohortes
también podriamos hallarnos ante otro ejemplo de epistasis sinergistica. El
genotipo DRB1*03/03 se encuentra en nuestra serie asociado a la susceptibilidad a
padecer EM. Este efecto de dosis del alelo DRB1*03 en homocigosis ya ha sido

descrito en otras poblacione581’99.

Lo mismo sucederia con el genotipo DRB1*04/15, ya que el alelo DRB1*04 tampoco
se asocia con la enfermedad en nuestra serie. Este genotipo recientemente se ha
relacionado con una edad de inicio inferior de la enfermedad*®, hecho que estaria
de acuerdo con nuestros resultados del primer trabajo en el que demostramos una
edad de inicio inferior en las formas familiares en relacién a una mayor carga
genética. Podriamos afirmar que hay datos que sugieren que los marcadores
genéticos de susceptibilidad también condicionarian cierta anticipacién en la edad

de inicio de la enfermedad.

En cuanto a la epistasis negativa dominante, nos encontramos con un claro ejemplo
en nuestra cohorte. El genotipo DRB1*07/15 fue el segundo hallado en frecuencia y
el Unico entre los cuatro mas frecuentes en pacientes que no se ha hallado asociado
con la susceptibilidad. Por lo que pensamos que el alelo DRB1*07, observado en

892140 ‘neutralizaria en nuestra poblacién el

algunas series como un alelo protector
aumento del riesgo a que da lugar el alelo DRB1*15.
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En cuanto a la expresidn fenotipica, encontramos una asociacién significativa entre
el genotipo DRB1*01/04 y un peor prondstico al considerar el tiempo hasta alcanzar
un EDSS de 6. En nuestro trabajo anterior hallamos estos alelos de forma
independiente asociados con este mismo endpoint, por lo que en este sentido
presentarian también epistasis sinergistica. El genotipo DRB1*15/15 se asocia
también con un tiempo menor hasta alcanzar un EDSS de 6, por lo que podriamos
hablar de un efecto de dosis de este alelo, que del mismo modo que en nuestro

trabajo, recientemente se ha relacionado con un peor prondstico™>>**+4¢,

En el TRABAJIO 4 demostramos la asociacion existente entre el alelo HLA-DRB1*15 y

un factor paraclinico como es la presencia de BOC en LCR en pacientes con EM.

En este trabajo se demuestra que el alelo HLA-DRB1*15 se asocia con la positividad
de BOC en LCR al comparar pacientes con y sin BOC en LCR y, aunque esta

153-156

asociacién se ha reportado en diversas poblaciones , no asi en la espafiola, en

la que no se habia explorado hasta el momento.

Con los resultados de nuestro segundo trabajo se confirma que el HLA-DRB1*15 se
asocia también en nuestra poblacion con la susceptibilidad a padecer EM. En el
trabajo 4 vemos que al subdividir la cohorte entre pacientes con BOC positivas y
negativas, sélo los pacientes con presencia de BOC en LCR mantendrian dicha
asociacion entre el alelo DRB1*15 vy la susceptibilidad de padecer la enfermedad al

153,154

comparar con controles sanos, en concordancia con estudios previos . De todos
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modos, pensamos que el reducido nimero de pacientes con BOC negativas podria

limitarnos el encontrar asociaciones en este grupo en caso de existir.

El mecanismo por el que el DRB1*15 y las BOC se asocian no esta aclarado.
Podemos hipotetizar que el DRB1*15 predispone para la sintesis de BOC en LCR,
basdndonos en otros estudios en los que este mismo alelo se ha asociado con otros
marcadores de inflamacién a nivel del LCR®. Sin embargo, estas observaciones no
excluyen que el alelo DRB1*15 pueda actuar de manera sinergistica con las BOC en
los pacientes con EM. Esta teoria fue defendida en un interesante estudio con
pacientes y hermanos sanos en el que se demostré que Unicamente los pacientes

tenian ambos factores presentes*®.
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5.2. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

1. Respecto a la existencia de anticipacion en las formas familiares, ya hemos
comentado en la discusidon que nos podemos hallar con dos sesgos. Por una parte el
tiempo de exposicidn al riesgo es diferente en las diferentes generaciones. Por otro

lado podria existir una mayor vigilancia por parte de las formas familiares.

2. El hecho de que algunas de las formas familiares no sigan los controles en
nuestra Unidad y hayamos tenido que valernos de los datos recogidos en informes

clinicos, que siempre pueden comportar variaciones en su interpretacion.

3. En los estudios de tipaje de HLA-DRB1 la muestra no ha sido seleccionada

aleatoriamente.

4. Elreducido tamafio muestral en el estudio con BOC no nos permite descartar la
existencia de otras asociaciones con el HLA-DRB1, especialmente en aquellos con

BOC negativas.
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5.3. CONSIDERACIONES FINALES

Consideramos, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los diferentes
trabajos expuestos, que la esclerosis multiple tiene un importante componente
genético y en especial del HLA-DRB1 en su etiopatogenia que condiciona tanto la
susceptibilidad como la expresidon fenotipica de la enfermedad. Se trata de uno de
los estudios con un mayor numero de pacientes que en nuestro pais analizan tanto
las formas familiares como el tipaje del gen HLA-DRB1 y el primero que analiza la
epistasis entre alelos parentales de dicho gen. Dado que nos encontramos en un
medio en el que la tasa de inmigracion desde otras regiones del estado ha sido muy
elevada en las dUltimas décadas, pensamos que nuestros resultados son
extrapolables a los pacientes con EM de la poblacion espafiola en general, con
algunas excepciones, por ejemplo vascos o gitanos, que probablemente tengan un

origen genético diferente.

Confirmamos que la tasa de EM familiar es similar a la de otras regiones estudiadas,
en torno al 10%, y que las formas familiares tienen caracteristicas especificas de la
enfermedad. En nuestro estudio hallamos una edad de inicio inferior en las formas
familiares y esto mismo se ha descrito en pacientes con EMPP familiar'”®. Ademas
este resultado estd en consonancia con la teoria que hay cierto control genético de
la edad de inicio de la enfermedad, corroborado por resultados en los que se

objetiva concordancia intrafamiliar en esta variable®’.
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En segundo lugar corroboramos que en nuestra poblacién la susceptibilidad a
padecer EM se asocia con el alelo DRB1*15, al igual que en la mayoria de
poblaciones caucésicas estudiadas’’, aunque no sea asi en todas las poblaciones
espafiolas estudiadas'™'. Hemos observado ademds cuatro genotipos asociados
también a la susceptibilidad a padecer la enfermedad y tres de ellos contienen
dicho alelo DRB1*15. El cuarto es homocigoto para el alelo DRB1*03, alelo que en
otras poblaciones se habria relacionado con la enfermedad™®®. El que se muestra
con una mayor OR asociado con la enfermedad es el genotipo DRB1*08/15, que ya
se habria hallado relacionado con la susceptibilidad en otras poblacionesee. Destaca
el hecho de que el alelo HLA-DRB1*08 no muestra asociacion de manera individual
con la EM. Estos resultados nos indican que podria existir epistasis o interaccion
sinergistica entre ambos alelos parentales del gen HLA-DRB1 incrementando el

riesgo que condicionarian en solitario determinados alelos?.

En cuanto a la expresidon fenotipica de la enfermedad, objetivamos que
determinados alelos que no se asocian con el riesgo a padecer la enfermedad en
nuestra poblacién, si lo hacen de manera clara con la progresion de la discapacidad.
Se trata de los alelos HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04 que se asocian a un tiempo
menor hasta llegar a un EDSS de 6, tanto de manera individual como cuando los
hallamos en combinacién en un mismo genotipo. El genotipo HLA-DRB1*15/15
también lo hallamos asociado con un peor pronéstico al considerar el tiempo hasta
alcanzar discapacidad severa, lo que nos indica que la epistasis también condiciona
la expresion fenotipica de la enfermedad ya que por si solo el alelo DRB1*15 en

nuestra cohorte no se relacionaria con la evolucion de la enfermedad.
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Con nuestro ultimo trabajo, presentamos el primer estudio con una poblacidon
espafiola cuyo objetivo es relacionar la presencia o ausencia de BOC en LCR con los
diferentes alelos HLA-DRB1. El alelo DRB1*15 se asocia con la presencia de BOC

en LCR al igual que en otras poblaciones'*.

Con los datos de estos trabajos aportamos informacién a los resultados hasta el
momento controvertidos en cuanto a la relacién genotipo-fenotipo en EM vy
suponen un avance en el conocimiento de la compleja patogenia inmunogenética
de la EM. Un conocimiento en profundidad de la genética y la patogenia de la
enfermedad nos permitiria establecer nuevas estrategias diagndsticas, preventivas
y terapéuticas en vistas a implementar el uso de la farmacogendmica en la practica
habitual de la EM. Si somos capaces de prever con marcadores genéticos qué
pacientes van a tener una evolucidn peor, podremos en un futuro anticiparnos a

ello con una terapéutica adecuada y mas dirigida a cada paciente.
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6. CONCLUSIONES

1. a) La prevalencia cruda de esclerosis multiple familiar en nuestra cohorte

es similar a la de otras poblaciones estudiadas.

b) La edad de inicio es inferior en las formas familiares de esclerosis
multiple si la comparamos con la de las formas esporadicas de la enfermedad.
No se han hallado diferencias en cuanto a la progresién de la discapacidad

comparando formas familiares y esporadicas de esclerosis multiple

2. a) El alelo HLA-DRB1*15 se asocia con una mayor susceptibilidad a padecer

esclerosis multiple.

b) Los alelos HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04 confieren peor prondstico

evaluado como el tiempo hasta alcanzar una discapacidad severa.

3. a) Los genotipos que incluyen el alelo DRB1*15 junto con el DRB1*03,
DRB1*04 o el DRB1*08 en el otro alelo parental asi como los homocigotos
para el alelo DRB1*03 se asocian con una mayor susceptibilidad a padecer

esclerosis multiple.

b) Los genotipos DRB1*01/04 y DRB1*15/15 se asocian con peor

prondstico en cuanto al tiempo hasta alcanzar una discapacidad severa.

4. El alelo HLA-DRB1*15 se asocia con la presencia de BOC en LCR en los

pacientes con esclerosis multiple.
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