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Nombre abreviado

Nombre completo

APOA1l Apolipoproteina A-1
APOB Apolipoproteina B
cHDL Colesterol de las HDL
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Combinada Hiperlipidemia combinada
DA Dislipidemia aterogénica
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HW Hardy Weinberg
IDL Lipoproteina de densidad intermedia
IMC indice de masa corporal
IMT Intima-media thickness
Q Quilomicrones
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TG Triglicéridos
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Resumen y palabras clave

Las enfermedades cardiovasculares suponen uno de los mayores problemas en los
paises desarrollados. El aumento de los lipidos circulantes supone uno de los principales
factores de riesgo para padecer este tipo de enfermedades. El control genético de las
dislipidemias implica la participacidn de una o pocas mutaciones causales en alguno de
los genes clave para el metabolismo lipidico (en las dislipidemias primarias), o bien, la
participacién de un conjunto de variaciones genéticas en distintos puntos del genoma
implicados en la regulacién de los lipidos circulantes junto con factores ambientales (en

las dislipidemias secundarias).

Se ha seleccionado una poblacién de 480 individuos que incluye tanto individuos sanos
como pacientes con elevado riesgo cardiovascular, de los que se dispone de un perfil
lipidico detallado. Se han seleccionado 45 SNPs localizados en 25 genes involucrados en
el metabolismo lipidico, factores de inflamacién y en la patogenia de la arteriosclerosis.
Se han seleccionado con la finalidad de encontrar aquellos SNPs asociados a las
principales dislipidemias y a los lipidos circulantes, y que puedan suponer buenos
marcadores para predecir el riesgo a sufrir desordenes lipidicos y por consiguiente

mayor riesgo de sufrir enfermedades relacionadas.

Se ha podido encontrar relacién entre determinados SNPs y las dislipidemias mas
frecuentes: 4 SNPs relacionados con la hipercolesterolemia aislada; 2 SNPs relacionados
con la hipertrigliceridemia aislada; 4 SNPs relacionados con la hiperlipidemia

combinada; y 1 con la dislipidemia aterogénica.

Hemos encontrado que los SNPs rs2948080 (en el gen KAT2B), rs540796 y rs562556 (en
PCSK9), rs1042034 (en APOB), rs3135506 y rs964184 (en APOAS5) y rs4520 (en APOC3)
se asocian significativamente a la concentracién de cLDL y con el nimero de particulas
LDL circulantes. También se ha podido observar como hay un efecto dosis-dependiente
segln el numero de alelos de los SNPs relacionados con el cLDL que presentan los

sujetos.

Palabras clave: Dislipidemia, riesgo cardiovascular, hipercolesterolemia, SNP, cLDL,

genetic risk score.



1. Introduccidn

En las ultimas décadas se ha incrementado el nimero de personas afectadas por
diferentes desérdenes lipidicos, conocidos como dislipidemias. Estos junto con la
arteriosclerosis, la obesidad, la hipertension arterial, la diabetes y un estilo de vida poco
saludable, comportan un aumento en el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares

(ECV). (Zhong et al., 2019)

Las ECV son una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo. El Instituto
Nacional de Estadistica publicé que en Espafia durante el afio 2017 las enfermedades
del sistema circulatorio fueron la primera causa de muerte (28.8% del total de
defunciones), por delante de los tumores (26.7%). (Instituto Nacional de Estadistica,

2017)

En relacién a los principales factores de riesgo de ECV, el Ministerio de Sanidad,
Consumo y bienestar social, sitta como principal problema crénico de salud a la
hipertension, el cual sufre un 20% de la poblacidon. En tercera posicidn se situa el
colesterol alto con un 18% y la diabetes con un 8%. La obesidad no estd considerada
como un problema de salud crénico, sin embargo, supone un factor muy preocupante
gue afecta al 17% de los adultos y a un 10% de las personas en edad infantil (entre 2 y
17 afios). (Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar social, Sanidad en datos:
https://www.mscbs.gob.es/estadEstudios/sanidadDatos/home.htm (accedido 22 de
Mayo, 2019))

La arteriosclerosis, principal responsable de las enfermedades cardiovasculares, es un
proceso patolégico de caracter inflamatorio y lipidico que afecta a los vasos sanguineos
de tamano medio-grande. Es una enfermedad que progresa lentamente con el tiempo
y no produce manifestaciones clinicas hasta llegar a estadios avanzados. Se caracteriza
por la infiltracion y acumulacion de lipidos y componentes del sistema inmunitario, la
proliferacion de células musculares lisas y acumulacién de componentes del tejido

conectivo en la pared vascular. Esto da lugar a la formacién de placas de ateroma, que



conlleva una pérdida de elasticidad y un engrosamiento de la arteria hasta poder llegar

a taponarlas. (Insull, 2009)

1.1. Dislipidemias

Los niveles de lipidos circulantes son uno de los principales factores de riesgo de ECV.
Debido a que el desajuste en las concentraciones de lipidos se considera como un factor
de riesgo para muchas enfermedades, sus causas y posibles tratamientos se han
convertido en el foco de estudio. (Zhong et al., 2019) Las dislipidemias son
enfermedades relacionadas con un perfil lipidico alterado. Las lipoproteinas plasmaticas
son particulas que tienen como funcién transportar las moléculas lipidicas hidrofébicas
a través de la sangre. Dependiendo de su composicién o su origen, podemos clasificar
las lipoproteinas en: quilomicrones (Q) (muy ricas en triglicéridos y se sintetizan en el
intestino), VLDL (del inglés very low-density lipoprotein) (muy ricas en triglicéridos y se
sintetizan en el higado), IDL (del inglés intermediate-density lipoprotein) (transportan
colesterol y triglicéridos), LDL (del inglés low-density lipoprotein) (transportan colesterol
a los tejidos) y HDL (del inglés high-density lipoprotein) (transportan el exceso de

colesterol desde los tejidos al higado para ser eliminado).

Los parametros bdsicos que se miden para el diagndstico clinico de los desérdenes
lipidicos son las concentraciones de colesterol LDL (cLDL), de colesterol HDL (cHDL) y
triglicéridos (TG). No obstante, hay gran variedad de desdérdenes lipidicos que se
diferencian por las concentraciones de éstos y otros pardmetros como la
apolipoproteina B (APOB) o la apolipoproteina A-1 (APOA1) que son las principales
proteinas de estas lipoproteinas y las responsables de la interaccion de la lipoproteina
con diferentes enzimas, receptores etc., y también se evallan para un diagndstico mas
completo. (Schaefer et al., 2019)

Este tipo de enfermedades son muy complejas al tener una importante influencia
ambiental y genética. La dieta, la edad, el sexo, el ejercicio, el tabaco, el alcohol o incluso
ciertos medicamentos son algunos de los factores que pueden alterar las

concentraciones de lipidos circulantes. Pero por otro lado, también existe un importante



componente genético como pueden ser mutaciones en genes clave o variantes
genéticas que como resultado alteran los pardmetros lipidicos. (Zhong et al., 2019)

Las dislipidemias pueden clasificarse en dos tipos; las dislipidemias primarias que estan
causadas por una o pocas mutaciones causales y hay muy poca influencia ambiental, y
las dislipidemias secundarias que tienen un origen mdas complejo debido a la interaccién
de varias variantes genéticas que actuan a la vez, junto con la influencia de factores

ambientales.

1.1.1. Dislipidemias primarias

Estan causadas por mutaciones de uno o pocos genes, en estos casos el diagndstico y el

tratamiento son relativamente sencillos y ya han sido ampliamente estudiados.

En el caso de la hipercolesterolemia familiar (HF), el cribado diagnéstico suele implicar
el estudio de mutaciones en varios genes: LDLR (responsable del 90% de los casos
diagnosticados de HF); APOB (responsable del 2-5% de los casos); PCSK9 (responsable
en menos del 1%) y en menor frecuencia LDLRAP1 y LIPA. (Sturm et al., 2018)
Mutaciones en estos genes hacen que se acumulen las lipoproteinas LDL en circulacion

aumentando los niveles de colesterol.

En el caso de la hipertrigliceridemia primaria, actualmente hay cinco genes identificados
como principales responsables: LPL, APOC2, GPIHBP1, APOA5, y LMF1. Estos cinco genes
codifican para proteinas clave en el proceso de lipdlisis y por ello, mutaciones de pérdida
de funcién en estos genes dificultan el metabolismo de los TG que se acaban

acumulando en circulacién. (Surendran et al., 2012)

En estos casos la deteccion de las mutaciones se hace mediante un estudio familiar,
secuenciando los genes susceptibles de haber sufrido algin cambio e identificando las
mutaciones causales. Para casos en los que se sospecha de una mutacion ya conocida y
solo se desea realizar el diagndstico se puede utilizar la técnica de Sanger o la next-
generation DNA sequencing. (Berberich & Hegele, 2019a; Berberich & Hegele, 2019b) En
el caso de la hipercolesterolemia familiar, existe un chip de diagndstico comercial
(Lipochip® Progenika Biopharma) que detecta las principales mutaciones descritas,

facilitando el diagndstico.



No obstante, las dislipidemias primarias son muy poco frecuentes en comparacién con
las dislipidemias secundarias. La forma homocigota de la hipercolesterolemia familiar
tiene lugar en alrededor de 1/1.000.000 personas, y las hipertrigliceridemias primarias
tienen una prevalencia de 1/100.000-1.000.000. Las dislipidemias secundarias son
mucho mas prevalentes y mdas desconocidas a nivel genético, y por este motivo este

estudio se centra en ellas. (Catapano et al., 2016; Lamiquiz-Moneo et al., 2016)

1.1.2. Dislipidemias secundarias

Sin embargo, en la mayoria de los casos las dislipidemias tienen una compleja base
genética que consiste en una acumulacién de pequefios efectos causados por
polimorfismos frecuentes, y de hecho, el efecto sumatorio de estos polimorfismos
puede ser igual o superior al que tiene una mutacion causal. (Futema et al., 2015; Khera
et al., 2018) Ademas, no hay que olvidar la influencia ambiental, ya que un SNP que por
ejemplo aumenta los niveles de TG, puede tener poco efecto en un individuo sano vy si
ese sujeto pasa a tener una peor alimentacion o sufre alguna enfermedad metabdlica,

el efecto del SNP es mayor. (Ribalta et al., 2002)

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) son las formas mas comunes de
variaciones genéticas del genoma humano. Pueden tener implicaciones a nivel funcional
como pueden ser el cambio de un aminoacido, un cambio en la estabilidad del mRNA,
la creacién o destruccién del lugar de unidon de un microRNA o también puede
producirse un cambio en la afinidad de unién a un factor de transcripcidon. No obstante,
estos SNPs también pueden ser marcadores de alguna variante muy préxima pero
desconocida. Por este motivo suelen ser las variaciones mas utilizadas para los analisis

genéticos de estas enfermedades. (Bush & Moore, 2012)

Hasta hace poco tiempo, el estudio de la genética detras de estas dislipidemias mas
complejas se basaba en el andlisis de los SNPs de genes candidatos conocidos
individualmente intentando asociarlos a la enfermedad. No obstante, desde hace unos
afos se utilizan los genome wide association studies (GWAS) que analizan el efecto de

los SNPs de todo el genoma para encontrar nuevas regiones gendmicas o loci que



puedan estar asociados a ciertos rasgos o enfermedades. Los GWAS se pueden utilizar
para relacionar varios SNPs al mismo tiempo con una misma enfermedad a través del

estudio de su efecto combinado. (Berberich & Hegele, 2019a)

1.1.3. Futuro de las investigaciones

Actualmente, los mayores beneficios en la aplicacidon de estos estudios han sido en el
area de la farmacologia y la medicina personalizada. En farmacologia el objetivo
principal es identificar las variaciones genéticas asociadas al metabolismo de los
medicamentos, su eficacia y sus efectos adversos. En algunos casos, diferentes
variaciones pueden determinar una terapia particular y la dosis apropiada para cada

paciente. (Bush & Moore, 2012)

Con respecto a la medicina personalizada estos estudios permitirian predecir y prevenir
al paciente frente a ciertas enfermedades. En el caso de las dislipidemias, la medicina
personalizada debe centrarse en las formas poligénicas muy frecuentes, pero poco
estudiadas. Para ello seria necesario realizar un genotipado del paciente para observar
que tipo de variaciones alélicas posee y relacionarlo con los conocimientos que se tienen
sobre éstas. Para simplificar este proceso se pueden realizar algoritmos predictivos que
incluyan todas las variantes genéticas implicadas en la patogenia de una determinada
enfermedad o caracteristica a nivel fenotipico. Estos algoritmos dan como resultado un
valor “genetic risk score” que representa el efecto acumulativo de las variaciones
estudiadas (normalmente SNPs) aumentando su poder predictivo a medida que se

suman mas polimorfismos.

A nivel clinico se estan empezando a utilizar estos “genetic risk scores” que permiten
mejorar el diagndstico genético de las dislipidemias mas severas y asi, clasificar
correctamente los pacientes, y con ello podemos evaluar mejor su posible riesgo

cardiovascular asociado o sus complicaciones clinicas. (Rosenson et al., 2017)

No obstante, estos algoritmos presentan ciertas limitaciones. Una de ellas es que se
utilicen para el célculo del genetic risk score una cantidad de variaciones alélicas muy

inferior a la cantidad que realmente esta causando el fenotipo. En consecuencia, sera
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muy dificil predecir realmente el riesgo de la persona de sufrir un determinado fenotipo.
Ademas existe la limitacion de utilizar para la elaboracion de los algoritmos datos de
asociaciones errdneas debido a que en el momento del estudio habia otros pardmetros
que afectaban de forma indirecta o se trabajaba con un volumen de poblacién
demasiado bajo. (Holmes et al., 2010) Por este motivo es importante disponer de la
mayor cantidad de datos fiables que afectan al fenotipo estudiado antes de crear un

algoritmo predictivo.

En resumen, el estudio de los SNPs candidatos de ser marcadores de dislipidemias es
necesario para descubrir los mecanismos detrds de estas enfermedades y abrir las

puertas a una medicina mas personalizada y efectiva.
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2. Hipotesis del trabajo v objetivos

Hipotesis:

Cada vez hay mas evidencias que indican que el estudio conjunto de varios SNPs, es muy
informativo para la evaluacién de la predisposicién genética a enfermedades complejas.
Queremos utilizar esta estrategia para conocer la variabilidad genética implicada en el
proceso de arteriosclerosis. Por ello hipotetizamos que estudiar el efecto conjunto de
varios SNPs en genes reguladores de los principales factores de riesgo arteriosclerético
(lipidos, inflamacion, y patogenia de la arteriosclerosis) nos permitira caracterizar mejor

la predisposicion genética en una cohorte con elevado riesgo cardiovascular.
Objetivos:

- Identificar los SNPs que presentan una diferente frecuencia alélica segun la
clasificacién de los sujetos en las principales dislipidemias (hipercolesterolemia
aislada, hipertrigliceridemia aislada, hiperlipidemia combinada y dislipidemia
aterogénica).

- Identificar los SNPs asociados a los principales factores de riesgo
arteriosclerdtico (cLDL, cHDL, cRLP, TG, IMT y PCR).

- Estudiar el efecto conjunto de los SNPs identificados, en relacién a los factores

de riesgo cardiovascular.
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3. Metodologia

3.1. Poblacién estudiada

Para este estudio se analizaron los datos de 480 individuos. La poblacién esta compuesta
por sujetos sanos sin ECV ni enfermedades crénicas diagnosticadas (n=258). También se
compone de pacientes con elevado riesgo cardiovascular (n=222) que sufren alguna
alteracion metabdlica segln los criterios del Adult Treatment Panel Ill (criterio para

definir la presencia de sindrome metabdlico (SM) y diabetes mellitus tipo 2 (DM2)).

Los participantes forman parte de otros estudios que han sido descritos en mayor

detalle anteriormente. (Rock et al., 2001; Guardiola et al., 2015)

Para evitar que los medicamentos hipolipemiantes que tomaban los pacientes con alto
riesgo cardiovascular interfiriesen con los resultados, se les pidié que dejasen de tomar

la medicacién durante las seis semanas antes de tomar las muestras para los analisis.

Todos los participantes en el estudio firmaron un consentimiento informado y los
estudios fueron aprobados por el Comité Etico de los hospitales implicados en su

reclutamiento.

De todos los participantes, disponemos de informacién basica de la poblacion (edad,
género, indice de masa corporal (IMC)...) asi como de datos antropométricos vy
bioquimicos (glucosa, proteina C reactiva (PCR)). En relacién al perfil lipidico disponemos
de la concentracién en plasma de colesterol total, cLDL, cHDL, TG, y del perfil lipidico
determinado mediante resonancia magnética nuclear. Este Gltimo permite obtener
datos sobre el numero y tamafio (grandes, medianas y pequeiias) de las principales

lipoproteinas circulantes (VLDL, LDLy HDL).

De los pacientes con elevado riesgo cardiovascular disponemos de la medida del grosor
entre la intima y la media (IMT, del inglés intima-media thickness) que utilizamos como

marcador de la arteriosclerosis subclinica.
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3.2. Obtencion de muestras y analisis

Tras una noche en ayunas de los participantes, se obtuvieron muestras de sangre venosa
en tubos con EDTA. Se centrifugd inmediatamente a 1500g a 8°C durante 10 minutos.
Se separd el plasma y se dividié en alicuotas que se guardaron a -80°C hasta la
determinacion de las variables analiticas. Para aislar el ADN se recogid la capa

leucocitaria.

3.2.1. Determinacion de parametros lipidicos y bioguimicos

Para cuantificar el colesterol total y los triglicéridos se utilizé un método colorimétrico
enzimatico indirecto, mientras que para el cHDL se determind con uno directo. El cLDL
se calculé utilizando la férmula de Friedewald. Las apolipoproteinas Al y B100 se
midieron con inmunoturbidometria utilizando antisueros especificos para apoA-ly apoB
(Hoffman-La Roche). Los niveles de particulas de colesterol remanentes (RLPc) en
plasma se midieron como se describe en el articulo de Nakajima et al., (1993) utilizando
el kit RLP-Cholesterol Assay (Jimro-Il, Japan Immunoresearch Laboratories) En resumen,
la técnica se basa en la adicion de EDTA con plasma en un gel de suspensién con apoA-I
y apoB-100 anti-humano de anticuerpos monoclonales de ratdn unidos a Sepharose®.
La fraccidn que no se ha unido serd la que contenga las particulas remanentes de las que
se toma una fraccidn para cuantificar el colesterol mediante un autoanalizador Cobas

Mira (Roche).

Las concentraciones de subclases de particulas de lipoproteinas y el tamafio medio de
las particulas de lipoproteinas se midieron utilizando espectrometria RMN (resonancia
magnética nuclear) (LipoScience). Las concentraciones de las diferentes subclases y de
los distintos tamafios se obtuvieron directamente midiendo las amplitudes de las
sefiales del RMN. Los tamafos medios de las particulas de lipoproteina se obtuvieron de
la suma del didmetro de cada subclase multiplicada por su porcentaje de masa relativo
basado en la amplitud de su sefial de RMN. También se midieron las concentraciones de

las distintas subclases. (Mallol et al., 2015)
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3.2.2. Capa leucocitaria para obtencion de ADN v realizaciéon del genotipado

Los pacientes fueron genéticamente caracterizados a través del ADN aislado de la capa
leucocitaria. Los genotipos de los 45 SNPs escogidos se determinaron utilizando
Sequenom MassARRAY iPLEX platform (Sequenom, San Diego, CA), basado en el método
MALDI-TOF. Posteriormente el genotipado se llevd a cabo en Centro Nacional de

Genotipado Espafiol.

3.3. Seleccion de los SNPs para el genotipado

De todos los pacientes se disponia del genotipado de 45 polimorfismos (SNPs) presentes
en 25 genes que pertenecen a genes clave en el metabolismo lipidico o por su

implicacion en la patogenia de la arteriosclerosis (Tabla Anexo 1).
Los genes se escogieron por su implicacién en:

- El control de los principales parametros lipidicos (cHDL, cLDL y TG): APOAS5,
APOB, APOC3, APOE, CETP, GCKR, LIPC, LPL, MTTP y PCSK9.

- El control de la sintesis y eliminacion de lipoproteinas remanentes: APOAS,
APOE, CETP, FBLN2, FBNL5, LIPC, LPL, NDST1, SCD, SCARB1 y VLDLR.

- El control de la patogenia de la arteriosclerosis: CASP3, FASLG, IL1A, IL1B,
ILIRN, NLRP3, PCSK9, TLR4 y VEGFA.

- Elcontrol epigenético y que se asocia a una reducida enfermedad cardiovascular:

KAT2B. (Pons et al., 2011)

De todos estos genes se escogieron los SNPs que se encontraban ampliamente
estudiados en estudios anteriores o que eran tagSNPs (International HapMap
Consortium, 2005) (Tabla Anexo 1) y que pueden ser tanto marcadores como variantes

funcionales.

En la Tabla Anexo 1 se puede observar una breve descripcién de cada uno de los genes
y sus funciones asi como el numero de personas de las que se obtuvieron resultados

para cada SNP.
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3.4. Determinacion del grosor entre la intima y la media (IMT)

Las fases iniciales de lesion arteriosclerética se pueden diagnosticar midiendo el grosor
entre la intima y la media (IMT) que son las capas de la pared vascular mas internas. La
técnica para determinar el IMT es relativamente econdmica, no invasiva, fiable y
reproducible para la deteccidn precoz de la arteriosclerosis subclinica. Para ello se utilizé
un sondgrafo MylLab 50 XVision (Esaote SA, Espaia) equipado con una sonda de
ultrasonido de matriz lineal de banda variable (5-12MHz) para identificar y digitalizar la
pared de las arterias cardtida comun izquierda y derecha a 1cm de la parte proximal de
la bifurcacién; el bulbo carotideo en la bifurcacién; y la arteria carétida internaa 1 cm
de la parte distal de la bifurcacion. Las medidas de IMT se representan como puntos
predefinidos usando el procesador de imagenes Thicksoftware y se determina mediante
medidas en tres imagenes de las arterias carotideas izquierda y derecha para obtener el

IMT medio que es valor con el que trabajamos.

3.5. Distribucion de grupos

Durante el estudio se ha clasificado la poblacidn en varios subgrupos en funcién de las
dislipidemias mas frecuentes y con mas relevancia en cuanto al riesgo cardiovascular;
hipercolesterolemia aislada (HiperCOL), hipertrigliceridemia aislada (HiperTG),
hiperlipidemia combinada (Combinada) y la dislipidemia aterogénica (DA). La categoria
HiperCOL estd formada por los participantes que solo presentan concentraciones
elevadas de colesterol en las LDL (cLDL). La categoria HiperTG esta formada por aquellos
participantes que solo presentan concentraciones elevadas de TG. En la Combinada
encontramos los participantes que tienen a la vez concentraciones elevadas de cLDL y
de TG. Y la DA contempla los participantes que ademas de niveles altos TG, también

presentan niveles bajos de cHDL. (Taskinen, 2002)

Para definir cada uno de los grupos se han tenido en cuenta los valores que indican las
guias clinicas tanto para el cLDL, como para TG y cHDL. Los valores se pueden ver en la

Tabla 1. (Alvarez A et al., 2012)
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Tabla 1. Concentraciones de los pardmetros de cLDL, cHDL, TG y cHDL para la definicion de cada dislipidemia.

Tipo de desorden lipidico Concentraciones de parametros
Hipercolesterolemia aislada cLDL > 3,3 mmol/L
(HipercoOL) TG < 1,7 mmol/L
Hipertrigliceridemia aislada cLDL < 3,3 mmol/L
(HiperTG) TG > 1,7 mmol/L
Hiperlipidemia combinada cLDL > 3,3 mmol/L
(Combinada) TG > 1,7 mmol/L
cLDL < 3,3 mmol/L
Dislipidemia aterogénica TG > 1,7 mmol/L
(DA) cHDL < 1,0 mmol/L en hombres

cHDL < 1,2 mmol/L en mujeres

3.6. Anadlisis estadistico

Para el andlisis se ha utilizado el programa estadistico “IBM SPSS Statistics” version 25.
Se ha empleado el célculo de “frecuencias” para determinar la minor allele frequency

(MAF) de la poblacién.

Se han utilizado los estudios “ANOVA” para comparar medias entre dos grupos. Para
determinar si habia diferencias entre grupos de varias categorias se ha empleado el “test

de Bonferroni”.

También se han utilizado las “tablas cruzadas” para encontrar diferencias significativas
entre variables categdricas como entre las frecuencias de cada alelo en diferentes

grupos de poblacidon, y también para el calculo del equilibrio de Hardy Weinberg.

En los estudios de asociacién de los SNPs con factores de riesgo cardiovascular, los
resultados fueron ajustados por edad, sexo e IMC, ya que estos factores afectan de
forma directa sobre las concentraciones de lipidos y proteinas en circulacion. Para ello
se empled el “Modelo lineal general univariado” que permite definir variables
dependientes (en este caso seria el parametro a ajustar), factores fijos (el SNP del que
se quiere estudiar el efecto) y covariables (en este estudio han sido la edad, el sexo y el

IMC).

Se han considerado significativos valores de p < 0,05.
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4. Resultados v discusion

4.1. Descripcion de la poblacion

Para este estudio hemos analizado datos de 480 individuos de los que 258 son sujetos

sanos y 222 son pacientes con alto riesgo cardiovascular.

De forma conjunta, (Tabla 2) la poblacién se encuentra en los 53.60 + 14.81 afios de
media. Esta mayoritariamente compuesta por hombres (71.50%) debido a que, entre los

sujetos sanos, hay mayoritariamente hombres. (Rock et al., 2001)

Un grupo de 222 pacientes con riesgo cardiovascular formado por diabéticos tipo 2,
pacientes con sindrome metabdlico y obesos. En este grupo las mujeres representan un
45.50%, la edad media del grupo es de 61.50 £ 10.50 afios y el promedio del IMC es de
31.47 + 4.91 kg/m?. El segundo grupo esta formado por 258 individuos sanos con un
13.95% de mujeres, la edad media del grupo es de 46.81 + 14.61 afios y el IMC promedio
es de 24.86 + 2.62 kg/m?. Teniendo en cuenta estas diferencias, los andlisis estadisticos

estdn ajustados por género, edad e IMC.

Lo primero que hicimos fue subdividir toda la poblacién en varias categorias segun las
distintas dislipidemias estudiadas; HiperCOL (n=126), HiperTG (n=62), Combinada
(n=74) y DA (n=22) segun los criterios descritos en la Tabla 1. Para los datos del IMC se
puede observar una media de 27.91 + 5.07 kg/m? en el total de la poblacién. En cambio,
para las categorias de HiperTG, Combinada y DA el valor es un 12.43%, 13.51% y un
15.91% superior respectivamente sobre el conjunto de la poblacidn. Esto se debe a que
tanto para la HiperTG como la Combinada y la DA, el principal lipido que las define son
los TG, y los TG estan altamente correlacionados con el IMC. (Howard et al., 2003)
Contrariamente, en la categoria de HiperCOL donde la cantidad de TG es menor, el IMC

es un 3.5% mas bajo que para la poblacion total.

Respecto al colesterol hemos estudiado varios parametros de los cuales destacamos en
la Tabla 2 el colesterol total, el cLDLy el cHDL y para el conjunto de toda la poblacién se
observan valoresde 5.20+1.17,3.28 + 1.01 y 1.36 £ 0.34 mmol/L respectivamente. Para
el colesterol total, en las categorias de HiperCOL y Combinada estos parametros son

superiores a los de la poblacién total, en un 10.38% y 29.42% respectivamente. En
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cambio, en la HiperTG y la DA son de un 2.31% y 21.54% menores a la poblacidn total

respectivamente, asegurando asi una buena definicidén de cada categoria.

Para cLDL las categorias HiperCOL y Combinada tienen un 22.87% y un 36.28% mas que
la poblacién total, mientras que las categorias HiperTG y DA tienen un 17.07% vy 20.73%

menos que el conjunto total de la poblacién.

Por ultimo, para el cHDL las categorias HiperCOL y Combinada tienen una media un
2.94% y 1.47% superior al total de la poblacidn, mientras que HiperTG y DA tienen la

media un 15.44% y un 27.94% inferior al conjunto de la poblacidn respectivamente.

Debido a que una parte de la poblacién sufre DM2 hemos considerado importante
mostrar los valores de glucosa en sangre. Debido a que los TG son el principal lipido
alterado en pacientes DM2, (Taskinen, 2002) se ha podido observar la misma correlacion
para ambos pardmetros (glucosa y TG). Mientras que el valor medio de glucosa para el
conjunto de la poblacién es de 142.2 mg/dL, la concentracién de glucosa es superior al
conjunto de la poblacién para HiperTG (20.15%), Combinada (13.23%) y DA (20.40%)

mientras que para HiperCOL es inferior (7.57%) al total de la poblacion.

Finalmente hemos querido destacar en la Tabla 2 la cantidad de proteina C reactiva
(PCR) debido a que es un importante marcador inflamatorio. Para el conjunto de la
poblacion el valor medio es de 1.70 mmol/L mientras que es superior para HiperTG

(2.40%), Combinada (18.00%) y DA (20.80%) e inferior para HiperCOL (0.80% menos).

Tabla 2. Descripcion de la poblacion.

Total, HiperCOL, HiperTG, Combinada, DA,
n=480 n=126 n=62 n=74 n=22
Edad (afios) 53.60+14.81 5584+1235 5853+11.60 57.46+12.22 56.14+11.29
Género (%mujeres) 28.5 28.57 25.81 39.19 36.36
IMC (kg/m2) 27.91 £5.07 26.96 £4.35 31.38+4.17 31.68 £5.35 32.35+4.80
Colesterol total 520+1.17 5.74 £0.81 5.08 £+0.93 6.73+1.10 4.60+0.79
(mmol/L)
cLDL (mmol/L) 3.28+1.01 4.03+0.70 2.72 £0.39 4.47 £ 0.93 2.60+0.36
cHDL (mmol/L) 1.36+0.34 1.40£0.31 1.15+0.21 1.38£0.30 0.98+0.17
TG (mmol/L) 1.70+1.83 1.07+0.34 3.97 £3.38 3.15+1.68 3.47+2.96
Glucosa (mg/dL) 142.20+ 131.43 + 170.86 + 161.02 + 171.21 +
64.46 62.75 79.34 60.80 110.94
PCR (mg/L) 2.50+1.89 248 +1.81 2.56+1.69 2.95+1.97 3.02+2.05

Los datos se muestran con la media + la desviacion estandar.
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4.2. Descripcion de los genotipos de la poblacion

Disponemos de los genotipos de 45 SNPs distribuidos entre 25 genes, que han sido

determinados en toda la poblacién (Tabla 3).

Primero comprobamos si la frecuencia del alelo minoritario (MAF) de cada SNP en
nuestra poblacién era similar a la descrita en bases de datos publicas como el NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) seleccionando la poblaciéon de origen europeo

(Tabla 3) y se observé que eran muy similares.

También se comprobd si las frecuencias genotipicas eran diferentes o no a las predichas
mediante el equilibrio de Hardy Weinberg (HW). Como se puede ver en la Tabla 3,

ninguno de los SNPs dio resultado significativo en el equilibrio HW.

Tabla 3. Comprobacion del genotipado de los SNPs.

SNP Gen Alelo Alelo MAF MAF NCBI Equilibrio

mayoritario minoritario poblacion HW#*
rs1042034 APOB A G 0.21 0.22 0.93
rs1260326 GCKR c T 0.47 0.40 0.22
rs2430347 FBLN5 G A 0.25 0.26 0.95
rs2770146 TLR4 A G 0.29 0.27 0.41
rs328 LPL c G 0.12 0.09 0.72
rs3732666 FBLNZ2 T c 0.24 0.18 0.23
rs3771243 SCD1 c T 0.43 0.37 0.08
rs505151 PCSK9 A G 0.05 0.04 0.84
rs540796 PCSK9 G A 0.17 0.16 0.53
rs6948 CASP3 c A 0.45 0.44 0.34
rs1061376 FBLNZ2 c T 0.32 0.30 0.46
rs10754558 NLRP3 c G 0.43 0.41 0.99
rs1143627 IL1B T c 0.37 0.35 0.34
rs1143633 IL1B G A 0.34 0.33 0.46
rs11536896 TLR4 T c 0.15 0.14 0.27
rs12678919 LPL A G 0.12 0.09 0.62
rs1304037 IL1A A G 0.29 0.29 0.55
rs1454626 VLDLR A c 0.29 0.28 0.09
rs17561 IL1A G T 0.29 0.30 0.62
rs1800588 LIPC c T 0.22 0.21 0.50
rs1800591 MTTP G T 0.26 0.24 0.72
rs1894399 IL1A G A 0.29 0.29 0.55
rs1927911 TLR4 c T 0.25 0.27 0.13
rs1927914 TLR4 T c 0.34 0.35 0.22
rs2284340 FBLN5 c T 0.47 0.47 0.22
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rs268 LPL A G 0.02 0.01 0.78
rs2705897 CASP3 G T 0.21 0.26 0.31
rs2748217 NDST1 G C 0.20 0.20 0.06
rs2948080 KAT2B G c 0.32 0.31 0.03
rs3135506  APOA5 G C 0.07 0.06 0.70
rs35829419 NLRP3 C A 0.03 0.05 0.45
rs3732164 SCD1 A T 0.36 0.31 0.41
rs3797620 NDST1 C T 0.35 0.42 0.45
rs439401 APOE c T 0.40 0.35 0.75
rs4520 APOC3 C T 0.29 0.28 0.42
rs4986790 TLR4 A G 0.07 0.06 0.51
rs5128 APOC3 c G 0.08 0.09 0.96
rs562556 PCSK9 A G 0.17 0.16 0.53
rs579543 ILIRN c T 0.30 0.27 0.27
rs5888 SCARB1 C T 0.47 0.40 0.23
rs662799 APOAS5 A G 0.07 0.07 0.65
rs708272 CETP C T 0.40 0.42 0.30
rs763110 FASLG C T 0.42 0.32 0.90
rs833068 VEGFA G A 0.34 0.28 0.22
rs964184 APOA5 C G 0.15 0.13 0.33

*p-valor del equilibrio HW.

Para trabajar con un nimero de muestra mds grande, agrupamos los genotipos en

portadores y no portadores del alelo de menor abundancia.

Para este estudio no es necesario saber cual es el tipo de cambio que comporta el SNP
sobre la secuencia de ADN e incluso sobre las proteinas, ya que pretendemos utilizar los
SNPs como marcadores de una zona del genoma. Por tanto, utilizamos los SNPs como
marcadores de un locus del genoma que causa una determinada variaciéon en los

parametros estudiados ya esté o no causado por el propio SNP.

4.3. Estudio de la relacion entre los SNPs, las dislipidemias y los
factores de riesgo cardiovascular

Para identificar los SNPs que tuviesen relacion con el riesgo cardiovascular seguimos dos
estrategias distintas. La primera tenia como objetivo identificar si algin SNP se
presentaba en mayor o menor frecuencia alélica segun la categorizacion de las distintas
dislipidemias. En la segunda, en cambio, buscdbamos identificar los SNPs que se asocian

significativamente a un parametro de riesgo cardiovascular.
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4.3.1. Asociacion de SNPs a dislipidemias

Para llevar a cabo la asociacién comparamos la frecuencia del alelo minoritario de cada
SNP en cada uno de los grupos de las diferentes dislipidemias y el grupo de sujetos sanos
(Tabla 4). De esta forma se pone en evidencia a los SNPs que afectan a cada desorden
lipidico.

En la Tabla 4 vemos que cuando se compara los sujetos clasificados con HiperCOL y los
sujetos sanos, identificamos 4 SNPs cuyos alelos minoritarios se encuentran en menor
frecuencia en la HiperCOL. Concretamente, rs540796 y rs562556 de PCSK9, rs1800588
de LIPCy rs1800591 de MTTP. Ambos SNPs de PCSK9 estan identificados como variantes
genéticas protectoras en relacion a la hipercolesterolemia familiar, segin la base de
datos ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) que recoge toda la informacion
disponible de variantes gendmicas en relacion a la salud en humanos. Esto confirma
nuestros resultados. De los genes involucrados en la HiperCOL, PCSK9 se confirma como
gen clave regulando los niveles de cLDL. (Abifadel et al., 2003; Benjannet et al., 2004;
Cohen et al., 2005) De hecho, un posible tratamiento para los casos mas severos de
hipercolesterolemia familiar consiste en el tratamiento del paciente con inhibidores de
PCSK9. (Sharifi et al., 2019) Este tratamiento ha cambiado el paradigma de las terapias
hipolipemiantes para prevenir el riesgo cardiovascular. Los resultados del estudio
FOURIER mostraron el importante descenso de los niveles de cLDL y de eventos
cardiovasculares conseguidos con los inhibidores de PCSK9. (Murphy et al., 2019)
Respecto al gen LIPC tiene una relacidon muy directa con la sintesis de LDLs a partir de
IDLs y VLDLs. Por este motivo era de esperar obtener resultados significativos para la
HiperCOL, y dado que se ha identificado que esta misma variante esta asociada a una
menor actividad de la lipasa hepatica, confirmamos el sentido de nuestros resultados.
(Silbernagel et al., 2019) Finalmente, el gen MTTP ayuda a regular el metabolismo del
colesterol vy triglicéridos lo que se correlaciona con un trastorno que afecta a la
concentracion de ambos. Recientemente se han identificado mutaciones en este gen en
pacientes con hipocolesterolemia, lo que va en el mismo sentido que nuestros
resultados. (Blanco-Vaca et al., 2019) Algo que sorprendio fue no obtener resultados
significativos para SNPs de genes que codifican para apolipoproteinas, sobre todo para

apoB100 que es la principal apolipoproteina en las LDLs. Aunque en otros estudios si se
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encontraron, es posible que para este caso no se hayan escogido los SNPs adecuados o
que la muestra de la poblacién no fuese la adecuada para este parametro. (Ramasamy,

2016; Sharifi et al., 2019)

Cuando comparamos la HiperTG y los sujetos sanos, se encuentran 2 SNPs mas
frecuentes en individuos sanos que en individuos con HiperTG, rs328 y rs12678919.
Ambos pertenecen al gen LPL, un gen que hidroliza los TG circulantes, lo que se
correlaciona con este tipo de dislipidemia. Y tal y como se ha comentado en la
Introducciéon, el gen LPL es

uno de principales genes causantes de las

hipertrigliceridemias mds severas. (Brown et al., 2015)

Tabla 4. Resultados de la primera estrategia, asociacion de SNPs a dislipidemias.

Frecuencia del MAF en

Frecuencia del MAF en

SNP Gen HiperCOL (%) sanos (%) p valor
rs540796 31.03 45.24 0.047
rs562556 PESKI 30.77 45.24 0.044

rs1800588 LIPC 40.17 54.76 0.009
rs1800591 MTTP 38.89 52.38 0.045
SNP Gen Frecuencia del MAF en Frecuencia del MAF en p valor
HiperTG (%) sanos (%)
rs328 LPL 11.29 33.33 0.011
rs12678919 9.68 31.58 0.009
SNP Gen Frecuencia del MAF en Frecuencia del MAF en p valor
Combinada (%) sanos (%)
rs35829419 NLRP3 1.35 8.62 0.047
rs662799 APOA5 20.27 5.17 0.012
rs540796 16.22 39.66 0.001
rs562556 PCSKI 16.22 39.66 0.001
SNP Gen Frecuencia del MAF en Frecuencia del MAF en p valor
DA (%) sanos (%)
rs708272 CETP 59.68 77.19 0.021

MAF: minor allele frequency

Cuando comparamos la frecuencia de los SNPs entre los sujetos con dislipidemia
Combinada y los sujetos sanos, encontramos 4 SNPs: uno de ellos se encuentra con
mayor frecuencia en individuos con Combinada que en individuos sanos (rs662799 del
gen APOAS) y tres estan asociados a individuos sanos (rs35829419 del gen NLRP3 y dos
del gen PCSK9; rs540796 y rs562556). La identificacién de variantes genéticas en estos
3 genes en relacién a la Combinada es muy interesante. Tal y como hemos descrito

anteriormente, la Combinada se caracteriza por niveles alterados de cLDLy de TG, y en
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este sentido, como ya hemos comentado, PCSK9 es uno de los principales reguladores
de los niveles de cLDL, y el gen de la APOAS es uno de los principales genes reguladores
de los TG. Variantes genéticas en el gen APOAS5 tienen importantes implicaciones en el
metabolismo y la acumulacién de los triglicéridos (TG). También se ha observado una
influencia sobre la distribucion de las lipoproteinas y en la produccion de quilomicrones.
Todo esto derivando en mayor riesgo de sufrir ECVs. (Guardiola & Ribalta, 2017) Ademas
se encontrd relacion con un SNP de NLRP3, un importante marcador del estado
inflamatorio. (Haneklaus & O’Neill, 2015) La hiperlipemia familiar combinada es una de
las dislipidemias mas prevalentes y recientemente se ha descrito que cursa con un

estado inflamatorio que corrobora nuestros hallazgos. (Diaz-Ruiz et al., 2019)

Finalmente, cuando se comparé a los individuos con DA con los sanos se observé que el
SNP rs708272 del gen CETP se encuentra en mayor frecuencia en individuos sanos que
en aquellos con DA. La CETP es una proteina importante para el metabolismo lipidico
por su papel en el intercambio de colesterol y TG entre distintas lipoproteinas. La DA es
otra forma de dislipidemia que, en este caso, incorpora el cHDL como parametros
clinicos para su diagnéstico. Es la forma de dislipidemia mds frecuente en pacientes con

diabetes, sindrome metabdlico u obesidad.

Tras realizar estos primeros andlisis nos llamé la atencion que los SNPs rs540796 vy
rs562556 aparecen siempre en los mismos casos y con resultados significativos muy
similares o idénticos. Por este motivo el primer paso fue verificar si los polimorfismos se
encontraban cerca en la secuencia ya que ambos pertenecen al gen PCSK9. Se comprobd
gue se encontraban Unicamente a 40pb de distancia en el brazo corto del cromosoma 1
(rs540796 a chr1:55058524 y rs562556 a chrl:55058564). El siguiente paso fue
comprobar que efectivamente existia desequilibrio de uniéon causando esta herencia
conjunta a través de un analisis realizado con la herramienta “LDpair” del National
Institutes of Health (NIH) (https://Idink.nci.nih.gov). Tanto el valor r? como el valor D’
eran igual a 1, su valor maximo en ambos casos. Esto demuestra que existe un

desequilibrio de unién claro entre ambos SNPs.

En resumen, de esta primera estrategia de andlisis destacariamos dos importantes

observaciones.
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Primero, hemos identificado un perfil de variantes genéticas en relacidn al metabolismo
del colesterol, en una cohorte de sujetos que no presentan significativamente defectos
importantes relacionados con el metabolismo del colesterol. Nuestra cohorte esta
formada mayoritariamente por pacientes con diabetes, sindrome metabdlico y obesidad
gue, aunque tienen un elevado riesgo cardiovascular, no se explica por elevaciones

importantes del cLDL.

Segundo, esta estrategia nos ha permitido identificar que actian conjuntamente
variantes genéticas tanto de genes clave en el metabolismo lipidico como de un gen
clave en el proceso inflamatorio, en una cohorte de sujetos con alteraciones metabdlicas

gue cursan con elevado riesgo cardiovascular.

Uno de los principales inconvenientes de esta estrategia es que como hemos comparado
grupos, hemos reducido el tamafio muestral. En el caso de la HiperCOL se trabaja con
42 individuos sanos y 116 con la dislipidemia. En la HiperTG se trabaja con 57 individuos
sanos y 62 con la dislipidemia. En la Combinada se trabaja con 58 individuos sanos y 74
con la dislipidemia. Finalmente se trabaja en la DA con 58 individuos sanos y 22 con la
dislipidemia. Pero para esta estrategia creemos que el beneficio de comparar grupos
extremos bien caracterizados para identificar los SNPs implicados es superior a estudiar

toda la poblacion conjuntamente.

4.3.2. Asociacion de SNPs a parametros lipidicos

Para la segunda estrategia, hemos estudiado a toda la poblacién conjuntamente. Esta
estrategia tenia un objetivo mas concreto puesto que en vez de relacionar los SNPs con
todo el desorden lipidico, se busca la asociacion con el parametro que se ve afectado.
Hemos estudiado la asociacion de SNPs con la concentracién de TG y cLDL porque son
los parametros clinicos de mayor importancia al diagnosticar a los pacientes con riesgo
cardiovascular. Sin embargo, se han incluido los parametros PCR, cHDL, el colesterol de
las particulas de lipoproteinas remanentes (cRLP) y el IMT puesto que son otros factores
de riesgo cardiovascular que ayudan a comprender mejor el desorden lipidico. La PCR
es el pardmetro clinico mas utilizado para evaluar el estado inflamatorio de los sujetos.

El cRLP es un parametro que nos da una idea de la cantidad de lipoproteinas remanentes
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gue presenta un sujeto. Estas lipoproteinas remanentes se acumulan en el plasma de
los pacientes diabéticos, con sindrome metabdlico y obesos, y se ha asociado a un mayor
riesgo cardiovascular. (Qin et al., 2019) Y como ya hemos comentado anteriormente, el

IMT es una medida de la arteriosclerosis subclinica. (Bots & Grobbee, 2002)

No se encontrd una relacion significativa para ninguno de los SNPs con respecto a las
concentraciones de TG. Los resultados obtenidos para este pardmetro no fueron los
esperados en un principio, debido a que la eleccién de los SNPs incluyé algunos que
podian estar involucrados en el metabolismo de los TG como es el caso del gen APOC3
o APOA5 del cual se escogieron dos SNPs. Tampoco se encontrd ningin SNP
significativamente relacionado con la concentracién de cRLP. No obstante, debido a la
estrecha relaciéon entre los TG y el cRLP era de esperar que ambos vayan en la misma

linea.

Identificamos 2 SNPs que estaban significativamente asociados a la concentracion de
PCR (Tabla 5). Uno de ellos es el rs10754558 del gen NLRP3 en el que los portadores del
alelo minoritario presentaban una concentracion de PCR 19.38% inferior a la de los no
portadores (p=0.026). El otro SNP es el rs1143633 del gen IL1B que presentaba una
concentracion de PCR un 14.29% superior en los portadores del alelo minoritario frente
a los no portadores (p=0.035). Aunque ambos genes estan implicados en la inflamacién,
no hemos encontrado ningln articulo que corrobore nuestra asociacién del SNP
rs10754558 con niveles de PCR, por lo tanto, somos los primeros en describir esta
asociacién. En el caso del rs1143633 en el gen IL1B, hemos encontrado un articulo que
describe la asociacion con PCR, pero en pacientes con enfermedad pulmonaria
obstructiva. (Wang et al., 2015) Estos resultados sugieren una relacidon de estos genes
con la arteriosclerosis y supone un importante riesgo cardiovascular a elevadas

concentraciones y de forma continuada. (Berberich & Hegele, 2019b)

En el caso del parametro cHDL se encontraron 2 SNPs involucrados. El rs1800588 del
gen LIPC presenta una concentracion de cHDL en los portadores del alelo minoritario un
8.33% superior a la de los no portadores (p=0.004). Por otro lado, el rs708272 del gen
CETP presenta una concentracion de cHDL un 11.81% superior en los portadores del
alelo minoritario que en los no portadores (p<0.001). Estos dos SNPs ya fueron

identificados anteriormente por estar asociados a DA, caracterizada por alteraciones en
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los niveles de TG y de cHDL, en pacientes infectados por el VIH. (Guardiola et al., 2015b)
Por lo tanto, como era de esperar, ambos genes estan implicados en el metabolismo
lipidico. De hecho, a nivel farmacolégico, desde hace unos afios se estan intentando
desarrollar fdrmacos inhibidores de CETP para conseguir aumentar los niveles de cHDL

como método de prevencion cardiovascular. (Armitage et al., 2019)

Para el parametro IMT se encontraron 4 SNPs asociados. Uno de ellos es el rs1042034
del gen APOB, el cual presentaba un valor del IMT un 7.35% superior en los portadores
del alelo minoritario en comparacién al de los no portadores (p=0.004). Otro de los SNPs
es el rs1454626 VLDLR que en portadores del alelo minoritario mostraba un valor de
IMT un 4.35% superior a los sujetos no portadores (p=0.044). El rs1800591 del gen MTTP
mostré un valor un 7.35% superior en los individuos portadores del alelo minoritario
que en los no portadores (p=0.006). Finalmente, en el rs662799 del gen APOA5 el valor
del IMT en portadores del alelo minoritario era un 8.45% inferior a la de los no
portadores (p=0.047). No hemos encontrado ningun estudio que describa las
asociaciones con IMT que hemos encontrado, por lo tanto, somos los primeros en
describir estas asociaciones entre estos SNPs y la arteriosclerosis subclinica. Aunque en
relacion a algunos de los genes identificados, si que se han descrito asociaciones con la

arteriosclerosis subclinica y otros SNPs en estos genes. (Guardiola et al., 2015c)

Por ultimo, el parametro cLDL mostré 7 SNPs con resultado significativo. El rs2948080
del gen KAT2B mostrd una concentracion de cLDL un 7.35% inferior en los portadores
del alelo minoritario frente a los no portadores (p=0.009). El rs540796 del gen PCSK9, al
igual que el rs562556 también de PCSK9, presentan una concentracion de cLDL un 8.63%
inferior en los portadores del alelo minoritario que en los no portadores (p=0.012 y
p=0.011 respectivamente). Otro SNP, el rs1042034 del gen APOB presenta una
concentracion de cLDL un 5.31% superior en los portadores del alelo minoritario que en
los no portadores (p=0.048). El rs3135506 del gen APOA5 presenta una concentracién
un 10.84% inferior en los individuos portadores del alelo minoritario frente a los no
portadores (p=0.002). Al igual que el SNP anterior, el rs964184 también pertenece al gen
APOA5 y también presenta una concentracion de cLDL inferior en los portadores del
alelo minoritario que en los no portadores. En este caso la concentracion es un 8.08%

inferior (p=0.001). Por ultimo, el rs4520 del gen APOC3 presentd en los portadores del
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alelo minoritario una concentracién de cLDL un 8.24% inferior a la de los individuos no
portadores (p=0.001). Todos los genes con excepcion del KAT2B estdn involucrados en
el metabolismo de lipoproteinas o bien en la sintesis o regulaciéon de particulas de
transporte de lipidos y colesterol. El gen KAT2B, en cambio, codifica para una proteina
con una funcién regulatoria de la transcripcion, y ya se ha asociado a riesgo
cardiovascular asociado a mecanismos epigenéticos (Pons et al., 2011) y al cLDL (Wei et

al., 2015).

Tabla 5. Resultados de la sequnda estrategia, SNPs asociados a pardmetros lipidicos.

SNPs asociados a concentracion de PCR (mg/L)

SNP Gen Portadores MAF No portadores del MAF p valor
rs10754558 NLRP3 2.33+1.83 2.89+1.99 0.026
rs1143633 IL1B 2.64 +2.05 2.31+1.69 0.035
SNPs asociados a IMT (mm)

SNP Gen Portadores MAF No portadores del MAF p valor
rs1042034 APOB 0.73+0.17 0.68 £0.12 0.004
rs1454626 VLDLR 0.72+0.16 0.69+0.13 0.044
rs1800591 MTTP 0.73+£0.15 0.68 £0.13 0.006
rs662799 APOA5 0.65+0.13 0.71+0.14 0.047

SNPs asociados a concentracién de cHDL (mmol/L)

SNP Gen Portadores MAF No portadores del MAF p valor
rs1800588 LIPC 1.43+0.36 1.32+0.32 0.004
rs708272 CETP 1.42+£0.36 1.27 £0.28 0.000

SNPs asociados a concentracion de cLDL (mmol/L)

SNP Gen Portadores MAF No portadores del MAF p valor
rs2948080 KAT2B 3.15+0.97 3.40+1.07 0.009
rs540796 PCSK9 3.07+£0.92 3.36+1.06 0.012
rs562556 3.07£0.92 3.36+1.06 0.011
rs1042034 APOB 3.37+1.09 3.20+0.98 0.048
rs3135506 APOAS 2.96+0.84 3.32+1.04 0.002
rs964184 3.07£0.83 3.34+1.08 0.006

rs4520 APOC3 3.12+£0.92 3.40 £ 1.09 0.001

Los datos se muestran con la media * la desviacion estandar. P valor ajustado por edad, sexo e IMC.

Llegados a este punto, nos preguntamos, si existian coincidencias entre los SNPs

identificados mediante las dos estrategias.

De todos los 15 SNPs con resultados significativos encontrados mediante la segunda
estrategia (Tabla 5), seis de ellos se encontraron también en la primera estrategia.
Cuatro de los seis se encontraron relacionados con la HiperCOL, uno con la Combinada
y el ultimo con la DA. Los que se encontraron relacionados con la HiperCOL son los dos

SNPs de PCSK9 que han aparecido relacionados con la concentracion de cLDL (rs540796
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y rs562556), uno del parametro cHDL (rs1800588) y otro del parametro IMT
(rs1800591). En los dos SNPs de PCSK9 se puede observar como en ambos casos, en los
portadores del alelo minoritario, tanto la frecuencia de individuos con HiperCOL como
la concentraciéon de cLDL se reduce. De manera que podemos confirmar la clara
asociacion entre estos SNPs en CPSK9 con los niveles de cLDL circulante, mediante dos
estrategias diferentes. El rs1800588 del gen LIPC que se encontraba asociado a la
HiperCOL en la primera estrategia, se ha visto asociado a la concentracion de cHDL en la
segunda. En la primera estrategia se ha observado una asociaciéon del alelo minoritario
a una reduccién de la HiperCOL y en la segunda a un aumento de la cHDL. Estos
resultados son complementarios puesto que el cHDL se considera como la mejor forma
de eliminar el exceso de colesterol en los tejidos debido a la elevada eficiencia de las
particulas HDL para transportarlo. El cuarto SNP asociado a la HiperCOL, es el rs1800591
del gen MTTP, el cual se ha visto también asociado al valor del IMT. Mientras que en la
primera estrategia se ha visto que el alelo minoritario puede ser beneficioso para reducir
la frecuencia de la HiperCOL, en la segunda se ha visto una asociacidon del alelo
minoritario a elevados valores del IMT lo cual no resulta beneficioso. El SNP rs662799 se
ha encontrado relacionado con la Combinada y con el valor IMT. Al igual que en el caso
anterior, una mayor frecuencia del alelo minoritario se ha visto asociada a por un lado
una reduccion de la Combinada pero también a un aumento del IMT. Futuros estudios
en relacién a este polimorfismo serian necesarios para confirmar estas observaciones.
Finalmente, el rs708272 se ha visto relacionado con la DA y la concentracidon de cHDL.
En este caso, una mayor frecuencia del SNP se ha visto asociado a una reduccién en la
frecuencia de la dislipidemia y a un aumento de la concentracién de cHDL. Por tanto, tal
y como se ha explicado para el SNP rs1800588 estos dos resultados son
complementarios y muestran un efecto beneficioso del SNP rs708272 sobre el riesgo

cardiovascular.
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4.3.3. Estudio del efecto aditivo de varios SNPs sobre el cLDL

Debido a la gran cantidad de SNPs que se encontraron relacionados con el cLDL
plasmatico se decidid estudiar el efecto conjunto de los diferentes SNPs. Queriamos
simular la creacién de un “genetic risk score” para el control de los niveles circulantes
de cLDL. Paraello, el primer paso fue comprobar qué alelos causaban un efecto negativo
(cLDL alto) y qué alelos daban un efecto positivo (cLDL bajo) (Tabla 5). Con estos datos
se realizd un estudio dosis-efecto para comprobar si existe un efecto sumatorio a
medida que los individuos presentan mas de un SNPs (Grafico 1). En nuestra cohorte,
encontramos que los sujetos podian presentar de 0 hasta 7 alelos que aumentan el
riesgo cardiovascular en estos SNPs relacionados con el cLDL. La cantidad de individuos
para cada cantidad de alelos del 0 al 7 es de 7, 13, 37, 72, 88, 127, 97 y 19
respectivamente, sumando un total de 460 individuos estudiados. Como se puede
observar en el Grafico 1 existe la tendencia a aumentar la concentracién de cLDL a
medida que aumenta el nimero de alelos estudiados. No obstante, solo se obtienen
diferencias significativas entre ser portadores de 1, 2, 3, 4 o 5 de los alelos frente a tener
7. Las concentraciones medias para las columnas del 0 al 7 se han incluido en el grafico

y son de 2.73, 2.79, 2.94, 3.08, 3.10, 3.33, 3.54 y 4.11 mmol/L respectivamente.

Efecto aditivo de alelos VS concentracion de cLDL
6,00

5,00

£

4,00

£

£
3,00
2,00
1,00
0,00
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracion de cLDL (mmal/L)

£

Cantidad de alelos
B concentracian media de cLDL

Grdfico 1. Dosis-efecto de la combinacion de varios alelos que aumentan la concentracion plasmdtica de cLDL. Los
datos han sido ajustados por edad, sexo e IMC. * Diferencia significativa con los grupos de 0, 1, 2, 3, 4y 5 alelos.
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4.3.4. Distribucion de las dislipidemias sobre los grupos de alelos

A continuacién, se quiso conocer los SNPs mds abundantes de las diferentes
combinaciones. En primer lugar, cabe destacar que la mayoria de los casos estudiados
(68.12%) de los 460 totales, contenian 4, 5 o 6 alelos considerados perjudiciales para la
concentracion de cLDL. La distribucidon de los 7 SNPs por las distintas categorias es
uniforme y Unicamente cabe destacar que el SNP rs3135506 del gen APOA5 es el mas
frecuente en practicamente todos los casos. Se encuentra en un 23.1%, 56.8%, 72.2%,
89.8%, 99.2% y un 100% de los casos de 0 a 7 alelos respectivamente. Este resultado
nos sorprendid puesto que APOAS5 fue escogido por su papel regulando los niveles de
TG. Ademas de su relevante papel regulando los niveles de TG, también se ha descrito
qgue los polimorfismos en APOA5 se asocian a un mayor numero de particulas LDL
circulantes. (Guardiola et al., 2015c) Ademas, esta abundancia no es debida a la alta
frecuencia de este SNP en el total de la poblacién puesto que como se observa en la

Tabla 3 solo se encuentra con una frecuencia del 0.06.

Distribucion de la poblacién en funcion de las
dislipidemias y el niumero de alelos estudiados

9%
BO%
0%
60%
0 1 2 3 - 5 &

Mimero de alelos implicados en niveles altos de cLDL

Individuos

7

Grdfico 2. Distribucion de la poblacion en funcion del nimero de alelos estudiados y las distintas dislipidemias.

B HiperCOL  ® HiperTG Combinada MDA W Otros padentes sin dislipidémias
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Otro aspecto que se observd en el Grafico 2 fue la distribucién de las distintas
dislipidemias dentro de estas categorias prestando especial atencién a la HiperCOL
debido a su importante relacion con el cLDL. Como se puede observar en el Gréfico 2,
en cuanto a porcentajes, a grandes rasgos la HiperCOL se encuentra mas representada
en los casos portadores de mayor numero de alelos estudiados (14%, 23%, 22%, 22%,
21%, 28%, 25% y 53% de las columnas 0 a la 7 respectivamente). Este mismo efecto se
puede observar para la Combinada (0%, 8%, 5%, 14%, 12%, 19%, 25% y 16% de las
columnas 0 a la 7 respectivamente); ambas dislipidemias caracterizadas por alteraciones
en los niveles de cLDL. Contrariamente a HiperCOL y la Combinada, para la HiperTG, a
grandes rasgos se observa que un mayor niumero de alelos implica menor porcentaje de
individuos con este desorden metabdlico (29%, 15%, 30%, 13%, 13%, 10%, 11% vy 11%
de las columnas 0 a la 7 respectivamente). Respecto a la DA debido a que se disponia de
una cantidad de individuos muy baja no ha sido posible extraer conclusiones acerca de

la influencia de estos SNPs sobre la dislipidemia.

Finalmente, cabe destacar que por lo general, un mayor nimero de alelos equivale a

una mayor concentracién de cLDL y un menor nimero de personas sin dislipidemias.

Distribucion de los individuos con hipercolesterolemia aislada

Grdfico 3. Distribucion de los individuos con hipercolesterolemia aislada segtn la cantidad de alelos que aumentan la
concentracion de colesterol plasmdtico (en porcentaje).
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Como se ha explicado anteriormente se prestd especial atencién a los casos de
HiperCOL, los cuales son un total de 116. Como se observa en el Grafico 3, los casos con
5, 6 0 7 alelos suman un 60.34% de los casos totales de HiperCOL. En cambio, los casos
con 0, 1 o 2 alelos Unicamente suman el 10.35%. Esto nos lleva a pensar que en la
poblacién que se estda estudiando hay un elevado porcentaje de pacientes con
hipercolesterolemia poligénica. La hipercolesterolemia poligénica se trata de la forma
mas comun de la hipercolesterolemia, afectando al 4% de la poblacion espafiola adulta.
Se trata de una dislipidemia poco estudiada dada la complejidad de identificar los genes

implicados pero con un gran interés clinico. (Sarraju & Knowles, 2019)

4.3.5. Asociacidon de SNPs a otros pardmetros de las LDLs

Una vez identificados los SNPs asociados a cLDL, se quiso profundizar en su papel sobre
el metabolismo lipidico. Por este motivo, se estudié si los SNPs también se asociaban a
varios parametros relacionados con las LDLs como el nimero de particulas y su tamafio.
Concretamente se realizé el estudio de las particulas LDL grandes, medianas y pequeias
determinadas mediante resonancia magnética nuclear, para observar individualmente
si la distribucién aumentaba de forma similar o no a la cantidad de cLDL. Los resultados
se pueden observar en los Graficos 4, 5 y 6 ajustados para edad, género e IMC. En los
tres casos el aumento de alelos estudiados se corresponde con un aumento de las
concentraciones de particulas, siguiendo una tendencia muy similar a la que se veia en
el Grafico 1. No obstante, debido al pequefio impacto que presenta cada SNP por
separado, en la mayoria de los casos no se encontraron diferencias significativas entre

grupos.

Por tanto, se puede afirmar que el aumento en concentracion de cLDL que se observé
en el Grafico 1 se debe a un aumento de todos los tamafios de particula y no Unicamente
de las pequefias que son las que causan efectos mdas negativos en cuanto al riesgo

cardiovascular. (Shiffman et al., 2017)
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Efecto aditivo de los alelos que aumentan el cLDL en las
particulas de LDL grandes

*
0 1 2 3 4 5 7 7

Mumero de alelos

o NE g 28R ER B

Concentracion LDL grandes (mmuol/L)

W concentracian media de LDLgrandes

Grdfico 4. Concentracidn de particulas LDL grandes. Los datos han sido ajustados por edad, sexo e IMC. * Diferencias
significativas con los grupos de 0y 2 alelos.

Efecto aditivo de los alelos que aumentan el cLDL en las
particulas de LDL medianas
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Grdfico 5. Concentracion de particulas LDL medianas. Los datos han sido ajustados por edad, sexo e IMC.
*Diferencias significativas con los grupos de 2, 3, 4y 5 alelos.
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Efecto aditivo de los alelos que aumentan el cLDL en las
particulas de LDL pequeias
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Grdfico 6. Concentracion de particulas LDL pequefias. Los datos han sido ajustados por edad, sexo e IMC. *
Diferencias significativas con los grupos de 2 y 4 alelos.
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5. Conclusion

Hemos identificado en una poblacién con un elevado porcentaje de personas con

riesgo cardiovascular una combinacion de 7 SNPs (rs2948080 de KAT2B, rs540796

y rs562556 de PCSK9, rs1042034 de APOB, rs3135506 y rs964184 de APOAS5 y rs4520 de

APOC3) formada por variantes en genes implicados en el metabolismo lipidico y

la inflamacién, que se asocian a hipercolesterolemia, concentracién de cLDL y

numero de particulas LDL.

- Mas de la mitad de los sujetos estudiados presentaban 5 o mas alelos que elevan
el cLDL de la combinacién de los 7 SNPs estudiados para este pardmetro.

- Hemos identificado asociaciones entre polimorfismos y factores de riesgo
cardiovascular no descritas anteriormente:

e Hemos asociado por primera vez los SNPs rs10754558 de NLRP3 y rs1143633
de IL1B a la PCR en pacientes con riesgo cardiovascular. Ademas, es la
primera vez que se asocia la hiperlipidemia combinada a un estado
inflamatorio (a través del gen NLRP3), lo cual va en la linea de recientes
descubrimientos.

e Hemos encontrado por primera vez relacidon entre los SNPs rs1042034 de
APOB, rs1454626 de VLDLR, rs1800591 MTTP y rs662799 de APOAS5 vy la
concentracion de IMT.

- Los SNPs rs540796 y rs562556 del gen PCSK9 presentan un elevado desequilibrio
de unién. Pudiéndolos utilizar indistintamente en futuros algoritmos para
detectar el riesgo cardiovascular.

- Se demuestra que en las dislipidemias poligénicas es posible asociar una
creciente concentracion de cLDL en funcién de una mayor presencia de
determinados SNP.

- Los datos obtenidos son muy utiles para la realizacién de algoritmos que
permitan predecir el riesgo que tiene el paciente de sufrir un determinado
desorden metabdlico con una Unica prueba. Esta prueba permite actuar en
consecuencia a través de la medicina personalizada. No obstante, es necesario
gue se determine primero el impacto que tiene cada SNP sobre el parametro que

se quiere estudiar ya que no todos afectan en la misma medida.
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Es importante seguir buscando mas polimorfismos ya sean o no SNPs para poder
ampliar la precision de los algoritmos a la hora de determinar el “risk score” del
paciente. Se pueden seguir buscando variaciones genéticas en los mismos genes
que se han empleado en este estudio o bien en otros distintos. En cualquier caso,
es necesario ampliar el nimero de individuos de la poblacién estudiada ya que
esto nos permitird trabajar con polimorfismos menos frecuentes y acercarnos

mas a los valores de la poblacion total.
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7. Autoevaluacion

Gracias a este trabajo he podido ver de primera mano como funciona un equipo de
investigacion desde dentro. He aprendido que hay multiples formas de afrontar un
mismo reto y que la combinacidn de varias estrategias puede llevar a obtener resultados

mas comprensibles.

Debido a la tematica del proyecto, he enfocado mis conocimientos hacia un area que no
habia trabajado demasiado durante la carrera. Ademas, al tratarse de un estudio que
investiga enfermedades de origen genético complejo, ha sido necesario trabajar con un
volumen muy elevado de datos. Desde mi punto de vista, el mayor reto de todos ha sido
aprender a manejar a través de programas estadisticos esta gran cantidad de datos y

disefiar estrategias para buscar relaciones entre ellos.
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8. Anexo

Tabla Anexo 1. Breve descripcion de cada gen y de la funcion de la proteina codificada. También se muestra la cantidad de individuos de los que se dispone de resultados para cada SNP

Nombre completo

Gen del gen

Breve descripcidn del gen y funcién de la proteina SNP Referencias n

Codifica para una apolipoproteina involucrada en la regulacién de los | rs3135506 | (Guardiola et al., 2015c) | 461
APOA5 apolipoprotein A5 niveles de TG en plasma. También es un componente de las HDLy en rs964184 | (Kathiresan et al., 2009) | 461
menor medida de las VLDLs y los quilomicrones. rs662799 | (Guardiola et al., 2015c) | 480
Codifica para la lipoproteina principal de los quilomicrones y de las LDL.
APOB apolipoprotein B En plasma presenta dos isoformas distintas: la apoB-48 y la apoB-100 rs1042034 | (Teslovich et al., 2010) | 460
(la primera producida por el intestino y la segunda por el higado).

Codifica para un componente proteico de las TRLs incluyendo VLDLs, rs4520 (Echeverria et al., 2014) | 461
APOC3 apolipoprotein C3 HDLs y quilomicrones. La proteina también participa en el metabolismo ,
rs5128 (Echeverria et al., 2014) | 461
de los TRLs.
Codifica para una de las apoproteinas de los quilomicrones. Es esencial
APOE apolipoprotein E para el catabolismo normal de los constituyentes ricos en TG de las rs439401 (Teslovich et al., 2010) | 461
lipoproteinas.
ifi i i fe rs6948 tagSNP 460
CASP3 caspase 3 Codifica para una proteina con un papel central en la ejecucion de la g
apoptosis. rs2705897 tagSNP 461
Codifica para una proteina que se queda en plasma donde esta
cholesteryl ester . . , . -
CETP ) involucrada en la transferencia de éster de colesterilo de las HDL a otras | rs708272 | (Guardiola et al., 2015b) | 461
transfer protein ) ,
lipoproteinas.
Codifica para una proteina de la matriz extracelular de la familiade las | rs3732666 (Vallvé et al., 2012) 451
FBLN2 fibulin 2 fibulinas. Esta proteina se une a varios ligandos extracelulares y al ,
calcio. rs1061376 (Vallvé et al., 2012) 461
ifi i fe & rs2430347 tagSNP 460
FBLNS fibulin 5 Codifica para una proteina que promueve la adhesion de las células 8

endoteliales a través de la interaccidn con integrinas. Se expresa sobre | rs2284340 tagSNP 461



FASLG

GCKR

HL

IL1IA

IL1B

IL1IRN

KAT2B

LPL

Fas ligand

glucokinase
regulator

hepatic lipase
lipase C, hepatic
type

interleukin 1 alpha

interleukin 1 beta

interleukin 1
receptor antagonist

lysine
acetyltransferase 2B

lipoprotein lipase

todo en vasos sanguineos en desarrollo, dafiados o con lesiones
aterosclerdticas.

Es un gen de la superfamilia de factores de necrosis tumorales. Codifica
para una proteina transmembranal que induce la apoptosis y es
esencial para la regulaciéon del sistema inmunitario.

Codifica para una proteina reguladora que inhibe a la glucoquinasa en
el higado y en los islotes pancredticos. Se considera una de las variantes
del gen esta involucrada en un tipo de diabetes y en la regulacién de
TG.

Codifica para una enzima producida en el higado y que se libera al
torrente sanguineo donde ayuda en la conversion de VLDLs y IDLs a
LDLs. La enzima también ayuda a transportar HDLs al higado y a
mantener las moléculas transportadoras de 4cidos grasos en equilibrio
regulando la formacidn de LDLs y HDLs.

Codifica para una citoquina involucrada en varias respuestas
inmunitarias, procesos inflamatorios y hematopoyesis. Se produce
especialmente cuando hay dafio celular.

Codifica para una citoquina producida por macréfagos. Tiene un papel
muy importante como mediadora de la respuesta inflamatoria, la
proliferacién celular, la diferenciacién y la apoptosis.

Codifica para una proteina que inhibe la actividad de la IL1A y la IL1B,
modulando muchas de las respuestas inmunitarias e inflamatorias
reguladas por las interleucinas 1.

Codifica para una proteina con un papel importante en la regulacion
transcripcional a través de la modificacidn de histonas. También se
asocia a otras proteinas involucradas en el crecimiento y diferenciacion
celular.

Codifica para una lipoproteina que se expresa en el corazén, el musculo
y el tejido adiposo. La lipoproteina tiene como funcion hidrolizar TG y
mediar en la absorcion de lipoproteinas.

rs763110

rs1260326

rs1800588

rs1304037
rs17561

rs1894399

rs1143627

rs1143633

rs579543

rs2948080

rs328

rs12678919

rs268

tagSNP

(Teslovich et al., 2010)

(Guardiola et al., 2015b)

tagSNP
tagSNP
tagSNP
tagSNP
tagSNP

tagSNP

(Pons et al., 2011)

(Guardiola et al., 2015b)
(Teslovich et al., 2010)
(Lu et al., 2008)

461

460

461

461
461
461
461

461

461

461

460
461
461



MTTP

NDST1

NLRP3

PCSK9

SCARB1

SCD1

TLR4

VEGFA

VLDLR

microsomal
triglyceride transfer
protein
N-deacetylase/N-
sulfotransferase
(heparan
glucosaminyl) 1
NLR family pyrin
domain containing 3
proprotein
convertase
subtilisin/kexin type
9
scavenger receptor
class B member 1

stearoyl-CoA
desaturase

toll like receptor 4

vascular endothelial
growth factor A

very low-density
lipoprotein receptor

Codifica para una subunidad del heterodimeric microsomal triglyceride
transfer protein, el cual tiene un papel central en el ensamblaje de las
lipoproteinas.

Codifica para una enzima transmembranal del aparato de Golgi que
modifica el hepardan sulfato, un polisacarido de reserva energética y
estructural.

Codifica para una proteina que interacciona con un complejo que
participa en la regulacidn de la respuesta inmunitaria y la apoptosis.

Codifica para una proteina autocatalitica que se secreta de forma
inactiva a la matriz extracelular. Se expresa en el higado, el intestino y
el rifdn donde participan en el metabolismo del colesterol y los acidos

grasos en sangre.
Codifica para un receptor de membrana proteico plasmatico para las
HDLs. Esta proteina regula la transferencia de colesterol a las HDLs.

Codifica para una enzima involucrada en la biosintesis de los acidos
grasos, principalmente del acido oleico.

Codifica para una proteina de la familia TLR, que tiene un papel
fundamental en el reconocimiento y la activacion de la inmunidad
innata.

Codifica para un factor de crecimiento que induce a la proliferacién y
migracion de las células endoteliales vasculares.
Codifica para una proteina involucrada en la endocitosis especifica de
ligandos. Tiene un papel importante en el metabolismo de los TG de las
VLDLs.

n representa el numero de individuos. tagSNP: cuando se escoge una region del genoma en desequilibrio de union.

rs1800591

rs2748217

rs3797620

rs10754558

rs35829419
rs505151
rs540796

rs562556

rs5888

rs3771243
rs3732164
rs2770146
rs1927911
rs11536896
rs1927914
rs4986790

rs833068

rs1454626

(Echeverria et al., 2014)

tagSNP
tagSNP

(Pontillo et al., 2012)
(Klen et al., 2015)
(Peters etal., 2011)

(Humphries et al., 2006)

(Ding & Kullo, 2008)

(Roberts et al., 2007)

tagSNP
tagSNP
tagSNP
(Peng et al., 2015)
(Peng et al., 2015)
(Lietal., 2019)
(Cuda etal., 2011)

(Abhary et al., 2009)

(Echeverria et al., 2014)

480

460

460

461
461
459
460

461

461

460
461
460
461
461
461
461

461

461



