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@ Resumen:

Combinacién de SNPs para determinar el riesgo de
sufrir una enfermedad neurovascular.

La presente invencion se refiere a la deteccién de una
predisposicion a enfermedades neurovasculares en
un individuo, y en particular al ictus. La presente
invencion se refiere a un método y un kit para la
deteccion del riesgo de sufrir una enfermedad
neurovascular, en particular ictus, en un individuo,
que comprende la deteccion de una combinacién de
al menos dos polimorfismos de nucleétido unico
(SNPs), seleccionados del grupo que consiste en los
SNPs rs7956957, rs310585, rs2276109, rs10275136,
rs5742912 y rs10947803, asi como a la propia
combinacion, los polinucleétidos que comprenden
estos SNPs y sus usos.
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DESCRIPCION

COMBINACION DE SNPS PARA DETERMINAR EL RIESGO DE SUFRIR
UNA ENFERMEDAD NEUROVASCULAR

Campo de la invencidn

La presente invencidén se refiere a la deteccidn de una
predisposicidén a enfermedades neurovasculares en un
individuo, y en particular al ictus. La presente invencidn
se refiere a un método y un kit para la deteccidn del
riesgo de sufrir una enfermedad neurovascular, en
particular ictus, en un individuo, dque comprende la
deteccidn de una combinacidén de al menos dos polimorfismos
de nucledtido unico (SNPs), seleccionados del grupo gue
consiste en los SNPs rs7956957, rs310585,
rs2276109, rsl0275136, rsb742912 vy rs10947803, asi como a
la propia combinacidén, los polinucledtidos que comprenden
estos SNPs y sus usos.

Antecedentes de la invencidn

Las enfermedades neurovasculares suponen una carga enorme
para el sistema de salud publica en todo el mundo. La
patologia neurovascular, en particular ictus, es 1la
tercera causa de muerte y primera causa de discapacidad,
ejerciendo un 1impacto negativo no sdélo en la calidad de
vida del paciente afectado, sino también en su familia,
con un gran numero de pacientes que sufren dependencia
funcional méds de un afio después del evento [1l]. Por otra
parte, el coste para los sistemas de salud es grave porgue
incluye costes directos (hospitalizacién, rehabilitacidn,
transporte, vigilancia médica, consumo de féarmacos, etc.),
y costes indirectos (pérdida de productividad de 1los
pacientes y cuidadores, pérdida de actividad, mortalidad
prematura, etc.). En general, el coste estimado del ictus
en Espafia es de 13.826 € el primer afio, 8.945 € el segundo
afilo 'y 7.739 € el tercer afilo por paciente [2]. Por 1lo
tanto, existe una necesidad de detectar y prevenir estos

accidentes cerebrovasculares.
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Los presentes inventores han decidido estudiar 1la
prevencién de enfermedades neurovasculares desde el punto
de wvista genético. De hecho, existe una importante
implicacidén genética en las enfermedades neurovasculares,
descubierta en los aflos noventa en estudios con gemelos y
estudios de agregacidn familiar, pero los genes
responsables de esta herencia siguen siendo en gran parte
sin ser determinados [3]. Por ejemplo, los estudios de
andlisis de ligamiento clasico o de asociacidén de genes
candidatos han demostrado la asociacidén de 1los genes
PDE4D, ALOX5AP, ApoE, 1IL6, TNFO o MTHFR con los ictus
isquémicos, pero la replicacidén de estos resultados ha
sido muy inconsistente [4]. Por otra parte, los estudios
de asociacién del genoma completo (GWAS) han revelado la
asociacién de dos SNPs con ictus en el cromosoma 12pl3 en
poblacidén caucdsica, sugiriendo un papel del gen NINJZ2
[5], una asociacidén gque ha sido contradicha posteriormente
[6]. Ademéds, un meta—-andlisis de GWAS en ictus isguémico
en poblaciones caucdsicas identificé una asociacidén del
gen ZFHX3 en el cromosoma 16g22 con ictus [7]. Los genes
PRKCH y CELSR1 se han asociado también con ictus isquémico
en la poblacidén japonesa [8-9], pero estos marcadores
deben ser validados en nuevos estudios. En cualguier caso,
todos los estudios revelaron asociaciones con un pequefio
efecto sobre la prediccidén global de la enfermedad. Del
mismo modo, los factores de riesgo genético para el ictus
hemorragico aun no estdn definidos [3]. Sin embargo, la
base genética de todas las enfermedades neurovasculares es
probablemente idéntica yva gque todos los genes candidatos
identificados hasta la fecha estdan involucrados en 1los
procesos fisiopatoldgicos comunes a todas las enfermedades
neurovasculares, como la inflamacidn, angiogénesis,
fibrindlisis, coagulaciédn, hipertensidn, enfermedad
coronaria, angiogénesis, el metabolismo lipidico o 1la

diabetes [3]. Ademés, las enfermedades neurovasculares
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comparten los mismos factores de riesgo demograficos vy
clinicos como la presencia de ataques isquémicos
transitorios, hipertensidn, dislipidemia, diabetes,
fibrilacién auricular, enfermedad cardiaca, angiopatia
amiloide, obesidad, consumo o abuso de drogas, estilo de
vida sedentaria, tabaguismo, medicacidén, consumo de
alcohol y/o antecedentes familiares [3].

Basado en el hecho que las enfermedades neurovasculares
son enfermedades complejas causadas por multiples factores
genéticos y ambientales, los inventores pensaron gue la
combinacién de varios marcadores genéticos vy variables
clinicas tal vez podria revelar relaciones mas sdlidas con
la enfermedad. Los inventores han divulgado en algunas
conferencias (por ejemplo, "Predecir el riesgo genético de
accidente cerebrovascular isquémico: Estudio de 250
polimorfismos en 1080 casos y controles"™, Conferencia de
Genética Humana Europea, Viena el 23/5/2009) la
posibilidad de que 5 SNPs localizados en los genes NOS3,
LRP, SCNN1A y MMP1l2 podrian estar asociados con un mayor
riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular isquémico en
poblacidn espafiocla, aungque nunca se reveld la identidad de
los SNPs implicados en dichos genes, ni se menciona ni
sugiere utilizar estos SNPs en combinacién como una
herramienta de deteccidn de riesgo de enfermedad
cerebrovascular. Del mismo modo, el uso de una combinacidn
de marcadores genéticos con factores de riesgo de
enfermedad cerebrovascular con el fin de detectar personas
con un elevado riesgo de ictus isquémico no se menciond ni
sugirid. Ademéds, los 1inventores publicaron el articulo
"KCNK17 genetic wvariants 1in ischemic stroke", en la
revista Atherosclerosis (2009) [10], donde se reveld gue
el alelo A del SNP rsl0947803 en el gen KCNK17 podria ser
un marcador de riesgo para el accidente cerebrovascular
isgquémico, con un OR de 1,48, pero no se revelo ni se

sugiridé usar este SNP en asociacidn con otros SNPs para
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predecir el riesgo de accidente cerebrovascular. E1 SNP
rs5742912 del gen SCNN1A fue descrito en el articulo
“Impact of eNaC Polymorphisms on the Risk of Ischemic
Cerebrovascular Events: A Multicenter Case-Control Study”,
en la revista Clinical Chemistry (2005) (117, Ccomo
marcador de riesgo para el accidente cerebrovascular
isquémico, con un OR de 3,26 en mujeres jévenes
homocigdéticas para esta mutacidén. Sin embargo, no se
realizé ninguna mencidén del uso de este SNP en asociacidn
con otros marcadores para el diagndéstico de ictus
isquémico, vy ninguna mencidén del uso de este SNP como
herramienta predictiva en asociacidn con otros marcadores
para mejorar la deteccidén de ictus. Varios articulos han
sido publicados sobre accidentes cerebrovasculares en la
poblacidén espafiola (por ejemplo, “Human Vitamin K-
Dependent GA86: Gene Structure, Allelic Variation and
Association with Stroke”, Human Mutation (2004) [12], o
“Alpha (1)-antichymotrypsin polymorphism: a risk factor
for hemorrhagic stroke in normotensive subjects”, Stroke
(2001) [13]). Sin embargo, no hay ninguna divulgacién en
estos articulos de los polimorfismos descritos en 1la
presente invencién, ni de la posibilidad de combinar
varios marcadores vy factores de riesgo para crear un
modelo predictivo de infarto. Por ultimo, el articulo
“Association of three-gene interaction among MTHFR,
ALOX5AP and NOTCH3 with thrombotic stroke: a multicenter
case-control study”, Human Genetics (2009) [14], describe
un estudio genético de accidentes cerebrovasculars
isquémicos en la poblacidén China, y sugiere que tres SNPs
en los genes MTHFR, ALOXS5AP y NOTCH3 podrian combinarse
para mejorar el prondstico de un accidente cerebrovascular
isgquémico. Sin embargo, este articulo sdélo llega a
predecir con una OR de 3,16 y no menciona los SNPs o genes
descritos en la presente invencidén. En vista de 1los

conocimientos en el estado de la técnica, es necesario dar
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a conocer una nueva herramienta para determinar el riesgo
de sufrir enfermedades neurovasculares, en particular
ictus. Un primer objetivo de la presente invencidén es dar
a conocer nuevos marcadores genéticos para la prevencidn
de las enfermedades neurovasculares, en particular
ictus. Un segundo objetivo de la presente invencidn es dar
a conocer un nuevo método y un nuevo kit para determinar
la probabilidad de sufrir un accidente neurovascular, en
particular ictus. En respuesta a estos objetivos, 1los
presentes inventores han encontrado sorprendentemente gue
una combinacién de los SNPs descritos en 1la presente
invencidén es util para determinar el riesgo de sufrir una
enfermedad neurovascular, en particular ictus, y por 1lo
tanto se puede desarrollar un método y un kit de uso de
dicha combinacién.

Descripcidédn resumida de la invencidn

La presente invencidn se refiere a una combinacidén de al
menos dos polimorfismos de nucledétido Unico  (SNPs),
seleccionados entre los SNPs rs2276109, rsl1l0275136,
rs310585, rs7956957, rsl10947803 y rsb5742912, indicativos
del riesgo de un individuo para sufrir una enfermedad
neurovascular, en particular ictus. La presente invencidn
se refiere también a un método para la determinacidén de
una predisposicidn genética de enfermedades
neurovasculares, en particular ictus, en un individuo, gue
comprende la deteccidn de los alelos de al menos dos SNPs
seleccionados del grupo gque consiste en rs2276109,
rs10275136, rs310585, rs7956957, rsb5742912 y rs10947803 en
una muestra de acido nucleico aislado de un individuo. La
presente invencidén se refiere ademds a un kit para
determinar el riesgo de un 1individuo de sufrir una
enfermedad neurovascular, en particular ictus. La presente
invencidén se refiere también al uso de la combinacidn

mencionada anteriormente.
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Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Curvas ROC del modelo con los factores de riesgo
cléasicos de accidente cerebrovascular (edad, Sexo
masculino, hipertensidén, tabagquismo y diabetes) con y sin
adiccidén de las 6 variantes genéticas.

Figura 2. Porcentaje de controles y casos de accidentes
cerebrovasculares en funcidén del numero de variantes
genéticas.

Figura 3. Porcentaje de controles y casos de accidentes
cerebrovasculares en funcidén del numero total de factores
de riesgo.

Figura 4. Distribucidén de controles y casos de ictus por
cada puntuaciédn.

Figura 5. Porcentaje de controles y casos de accidente
cerebrovascular en cada categoria propuesta por el modelo
de riesgo de ictus.

Descripcidédn detallada de la invencidn

1l.- Definiciones y terminologia

Las siguientes abreviaturas y siglas se utilizan en la
presente invencidn:

ACM: arteria cerebral media

ADN: 4acido desoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico

ARNm: &acido ribonucleico mensajero

CADASIL: arteriopatia cerebral autosdmica dominante con
infartos subcorticales vy leucoencefalopatia (Cerebral
Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts
and Leukoencephalopathy)

CeGen: centro de genotipado nacional

CI: intervalo de confianza

TCD: Doppler transcraneal

ECG: electrocardiograma

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

GWAS: genome-wide association studies o estudio de

asociacidén de genoma entero
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eNaC: canal de sodio epitelial

FDR: tasa de falsos positivos (False Discovery Rate)

HI: infarto hemorragico

HT: transformacidén hemorragica

HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg

IPA: Ingenuity Pathways ZAnalysis

MAF: frecuencia de alelo minoritario

MELAS: Miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosis
lactica e ictus

MRTI: imdgenes de resonancia magnética

mRS: escala de Rankin modificada

MMP: metaloproteinasa de matriz

NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale

OCSP: Oxfordshire Community Stroke Project

OR: odds ratio

ROC: Caracteristica operativa del receptor

PCR: reaccidén en cadena de la polimerasa

PH: hematoma parenguimatoso

RMA: Robust Multiarray Averaging

SNP: single nucleotide polymorphism o polimorfismo de
nucledétido unico

SPSS: paquete estadistico para las ciencias sociales

TC: tomografia craneal

TOAST: Prueba de ORG 10172 en el tratamiento del accidente
cerebrovascular agudo

t-PA: activador tisular del plasmindgeno

Nombres de genes:

P38-MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno p38
ALOX5AP: Proteina activadora de Araquidonato 5-
lipoxigenasa

ALOX12: aragquidonato 12-lipoxigenasa

APOE: apolipoproteina E

Cda: componente de complemento 4A

Cdb: componente de complemento 4B


PC022
Nota adhesiva
None definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC022


10

15

20

25

30

35

ES 2387292 Al

CDKN1ZA: inhibidor quinasa dependiente de «ciclina 1A
(cyclin—-dependent kinase inhibitor 1A)
CELSR1: cadherin EGF lag seven-pass G-type receptor 1
CLEC4C: C-type lectin domain family 4, member C
G0S2: GO/G1l switch 2
IL6: interleucina 6
ITGB3: integrina beta 3
KCNK17: canal de potasio, subfamilia K, miembro 17
LRP: proteina relacionada con el receptor de lipoproteina
de baja densidad
MMP: metaloproteinasa de matriz
MMP12: metaloproteinasa de matriz 12
MPL. Oncogén del virus de la leucemia mieloproliferativa
MTHFR: 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa
NEK1l: NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 1
NFkB: factor nuclear kappa-B
NINJZ2: proteina inducida por lesidn nerviosa 2
NOS3: ¢xido nitrico sintasa 3
PDE4D: fosfodiesterasa 4D
PITX2: paired-1like homeodomain transcription factor 2
PPIA: ciclofilina A
PRKCH: proteina quinasa C, eta
SCNN1lA: canal de sodio, no neuronal (nonvoltage-gated) 1,
subunidad alfa
TNFQ: factor de necrosis tumoral alfa
ZFHX3: dedos de zinc homeobox 3
T: timina
C: citosina
A: adenina
G: guanina
El término “alelo”, como se utiliza aqui, se refiere
a una variante en la secuencia del gen.
Los términos "polimdérficos" y "polimorfismo", como se
usan aqui, se refieren a la condicidén en la cual dos © mas

variantes de una secuencia gendmica especifica, o la
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secuencia de aminodcidos codificados, se encuentran en una
poblacidén. Los términos hacen referencia a la secuencia de
dcido nucleico o la secuencia de aminodcidos codificados,
el uso se desprende del contexto. La regidn polimdérfica o
el sitio polimérfico se refieren a una regidn del &cido
nucleico, donde se produce la diferencia de nucledtidos
que distingue a las variantes, o, para las secuencias de
aminodcidos, una regidn de la secuencia de aminodcidos
donde se produce la diferencia de aminocdacidos qgue
distingue a las variantes de la proteina. Como se utiliza
aqui, un *“polimorfismo de nucledétido unico™ o "SNP", se
refiere a un sitio polimdérfico que consiste en una
posicidn de un solo nucledtido.

El término "genotipo" se refiere a la descripcidn de
los alelos de un gen o genes contenidos en un individuo o
una muestra. Como se utiliza aqui, no se hace distincidn
entre el genotipo de un individuo y el genotipo de una
muestra procedente de este mismo individuo. Aungue
normalmente se determina un genotipo a partir de muestras
de células diploides, un genotipo puede determinarse a
partir de una muestra de células haploides, como por
ejemplo una célula espermatozoica.

El término "odds ratio"™ o "OR" se refiere a la
proporcidén entre la probabilidad de sufrir la enfermedad
en personas con el marcador o polimorfismo en relacidn a
la probabilidad de sufrir la enfermedad en individuos sin
el marcador o polimorfismo.

El término "acido polinucledétido aislado" o "acido
nucleico aislado", como se usa aqui, se refiere a un
polinucledétido que esta separado y/o recuperado de un
dcido nucleico de secuencias de nucledtidos qgue
normalmente flanquean la molécula de acido nucleico y/o ha
sido completamente o parcialmente purificado a partir de
otro material Dbioldgico (por ejemplo, proteinas) dque

normalmente se asocilian con el acido nucleico. Asimismo,

10
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dicho "acido polinucledétido aislado"™ comprende variantes
de polinucledétido donde han 1llevado a cabo una o mas
inserciones, delecciones y/o sustituciones.

Por "oligonucledétido" se entiende un polimero de
nucledétidos de cadena simple compuesta por mas de 2
subunidades de nucledtidos unidas covalentemente.

El término "gen", como se utiliza agqui, se refiere no
s6lo a la parte estrictamente de codificacidén, sino
también a las partes no codificantes.

El termino "combinacién", a menos gue se indigue 1o
contrario, se refiere aqui a la combinacidén o asociacidn
de al menos dos SNPs seleccionados entre 1los SNPs
rs2276109, rsl10275136, rs310585, rs7956957, rsl10947803 vy
rs5742912, indicativos de riesgo de enfermedad
neurovascular, en particular ictus, de un individuo, en
donde dichos SNPs estan incluidos en una secuencia de
polinucledtidos aislados como se define en este documento.

Cuando se hace referencia a los ©SNPs de esta
invencidén y a los polinucledtidos que los comprenden, el
termino "una combinacién de al menos dos™" y en
consecuencia el numero exacto de "tres", "cuatro", "cinco"
o "seis", no se pretende significar un grupo cerrado de un
maximo de 6 SNPs o polinucledétidos correspondientes, sino
también pueden incluir combinaciones con mas SNPs ©
polinucledtidos correspondientes. En estas combinaciones,
uno o mas SNPs o polinucledtidos correspondientes pueden
estar localizados o no en genes asociados a enfermedades
neurovasculares, en particular accidentes
cerebrovasculares, siempre y cuando dicho "al menos dos",
"tres", "cuatro", "cinco" o "seis" corresponda a los SNPs
y polinucledétidos correspondientes divulgados en la
presente invencién.

Por “variable clinica" se entiende la utilizacidn de
los datos demograficos indicativos de enfermedad

neurovascular, en particular dictus, como la raza o el

1"


PC022
Nota adhesiva
None definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC022


10

15

20

25

30

35

ES 2387292 Al

origen étnico, edad, sexo y antecedentes familiares de
enfermedad neurovascular, en particular ictus, asi como el

uso de la informacidén clinica, tal como la presencia de

atagques isquémicos transitorios,
hipertensién, dislipidemia, diabetes, fibrilacidn
auricular, enfermedad cardiaca, angiopatia amiloide,

obesidad, <consumo o abuso de drogas, estilo de wvida
sedentaria, tabaguismo, medicamentos, consumo de alcohol y
antecedentes de enfermedad neurovascular, en particular
ictus, .

Por *“genes asociados a enfermedad neurovascular” se
entiende los genes que se ha descrito que estan asociados
a cualgquiera de las enfermedades neurovasculares definidas
mas adelante en la presente invencidn.

Por " genes asociados a ictus" o *“genes asociados a
accidentes cerebrovasculares” se entiende los genes que se
ha descrito que estdan asociados a la patologia de ictus
y/0 a procesos relacionados funcionalmente con accidentes
cerebrovasculares, tales como inflamacidén, fibrindlisis,
coagulacidn, hipertensidn, enfermedades del corazdn,
angiogénesis, metabolismo lipidico y diabetes.

El término "enfermedades neurovasculares" se refiere
a enfermedades complejas del cerebro, de la médula espinal
y/o0 de los vasos sanguineos y a los factores de riesgo
asociados a enfermedades complejas del cerebro, de la
médula espinal y/o de los vasos sanguineos, tales como
pueden ser: ictus (también denominado de forma equivalente
en la presente invencidn como “accidente(s)
cerebrovascular (es)”), derrame cerebral, malformaciones

arteriovenosas, trombosis, CADASIL, angiopatia amiloide

cerebral, aneurisma, diseccidn, hiper/hipotensiédn,
encefalopatias, sindromes lacunares, Fabry,
homocistinuria/homocisteinemia, hiper/hipoglucemia,
hiper/hypolipidemia, diabetes, MELAS, acidemia

metilmaldénica, displasia fibromuscular, sindrome de Foix-

12
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Alajouanine, lesién por reperfusidn, accidente
cerebrovascular hemorragico, accildente cerebrovascular
isquémico, cardioembolismo, aterotrombismo, malformaciones
vasculares, amnesia global transitoria, ataques isquémicos
transitorios, traumatismos, infecciones neuroldgicas,
convulsiones, trastornos degenerativos, epilepsia,
cardiopatia, dolor de cabeza y migrafas, tumores,
inflamaciédn, desmielinizacidn, alteraciones de la
circulacidn, neurodegeneracidén, demencia, Alzheimer,
Parkinson, sindrome de Down, afasia, apraxia, trastornos
psiquidatricos, trastornos de abuso de sustancias y drogas,
trastornos cognitivos, esquizofrenia, trastornos del
sueno.

Por "poblacidén mediterrdnea"™ se entiende las personas
originarias o residentes de cualquier de los siguientes
estados o territorios: Espafia, Francia, Italia, Portugal,
Ménaco, Malta, Eslovenia, Croacia, Bosnia y Herzegovina,
Montenegro, Albania, Grecia, Turquia, Chipre, Siria,
Libano, Israel, Palestina, Egipto, Libia, Tunez, Argelia,
Marruecos, Creta, Eubea, las 1Islas Pelagia, Gibraltar,
Rodas, Lesbos, Ceuta, Melilla, Quios, Cefalonia, Corfqy,
Naxos, Andros, Cerdefia, Codércega, Cres, Krk, Brac¢ , Hvar,
Pag, Korc¢ula, Akrotiri y Dhekelia, Andorra, Jordania, San

Marino, Ciudad del Vaticano, Macedonia y Serbia.

2.- Descripcién

La presente invencidén se refiere a una combinacidén de
al menos dos SNPs seleccionados entre los SNPs rs2276109,
rsl0275136, rs310585, rs7956957, rsl0947803 y rsb742912,
indicativos del riesgo de un individuo de sufrir una
enfermedad neurovascular, en particular ictus.

En una realizacidén ©preferida, dicha combinacidn
consiste en tres SNPs.

En una realizacidén més preferida, dicha combinacién

consiste en cuatro SNPs.
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En una realizacidén més preferida, dicha combinacién
consiste en cinco SNPs.

En una realizacidn la mas preferida, dicha
combinacidén consiste en seis SNPs.

En una realizacidén particular, dichos al menos dos,
tres, cuatro, cinco o seilis SNPs se combinan con uno © mas
de los SNPs rs405509, 1rs4934, 1rs2720723, 1rs2295778,
rs7193343, rs6007897, rs4044210 y rs2200733.

En otra realizaciédn, dichos polimorfismos de
nucledétido tnico de acuerdo a las realizaciones anteriores
se combinan con una o mas variables clinicas asociadas a
enfermedades neurovasculares. Preferiblemente, dicha
variable clinica se selecciona entre edad, sexo,
tabagquismo, hipertensidén, diabetes y dislipidemia.

Preferiblemente, dicha enfermedad neurovascular en
las realizaciones anteriores es el ictus.

Como dichos SNPs estédn por naturaleza comprendidos en
un polinucleétido o una molécula de 4&cido nucleico
aislado, la presente invencidén se refiere también a la
combinacién de al menos dos polinucledtidos aislados
incluidos en genes asociados a enfermedades
neurovasculares, comprendiendo cada uno de dichos
polinucledétidos un SNP seleccionado entre los  SNPs
rs2276109, rsl0275136 , rs310585, rs7956957, rsl0947803 y
rs5742912, indicativos del riesgo de un individuo de
sufrir una enfermedad neurovascular, correspondiendo
dichos polinucledétidos aislados a la SEC ID N ° 1 a
6. Preferiblemente, dicha enfermedad neurovascular es el
ictus.

SEC ID N ° 1 indica la posicidén del polimorfismo
rs2276109 y su secuencia adyacente, donde el nucledtido N
es el SNP en la posicidén 21 y puede ser un nucledtido A o
G, siendo G el alelo asociado con la enfermedad
neurovascular. rs2276109 se encuentra en el contig humano

NT_033899.7 en la posicidédn cromosdmica 102251001 del
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cromosoma 11.

SEC ID N ° 2 indica 1la posicidén del polimorfismo
rsl10275136 y su secuencia adyacente, donde el nucledtido N
es el SNP en la posicidén 21 y puede ser un nucledtido T o
C, siendo el alelo C el asociado con la enfermedad
neurovascular. rsl0275136 se encuentra en el contig humano
NT_007914.14 en la posicidn cromosdmica 150514825 del
cromosoma 7.

SEC ID N ©° 3 indica 1la posicidén del polimorfismo
rs310585 y su secuencia adyacente, donde el nucledtido N
es el SNP en la posicidén 21 y puede ser un nucledtido G o
A, siendo A el alelo asociado con la enfermedad
neurovascular. rs310585 se encuentra en el contig humano
NT_007914.14 en la posicidn cromosdmica 150526188 del
cromosoma 7.

SEC ID N ° 4 indica la posicidén del polimorfismo
rs7956957 y su secuencia adyacente, donde el nucledtido N
es el SNP en la posicidén 21 y puede ser un nucledtido C o
G, siendo G el alelo asociado con la enfermedad
neurovascular. rs7956957 se encuentra en el contig humano
NT_029419.11 en la posicidén cromosdmica 55889082 del
cromosoma 12.

SEC ID N ©° 5 indica la posicidén del polimorfismo
rs10947803, también 1lamado rs9471058, vy su secuencia
adyacente, donde el nucledtido N es el SNP en la posicidn
21 y puede ser un nucledtido C o A, siendo A el alelo
asociado con la enfermedad neurovascular. rsl0947803 se
encuentra en el contig humano NT_007592.14 en la posicidn
cromosdmica 39378588 del cromosoma 6.

SEC ID N ° 6 se indica la posicidén del polimorfismo
rs5742912 y su secuencia adyacente, donde el nucledtido N
es el SNP en la posicidén 21 y puede ser un nucledtido C o
T, siendo el alelo T el asociado con 1la enfermedad
neurovascular. rsb5742912 se encuentra en el contig humano

NT_009759.15, en la posicidén cromosdmica 6328611 del
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cromosoma 12.

Preferiblemente, dicha enfermedad neurovascular en
las SEC ID N ©° 1-6 es el ictus.

En una realizacidén ©preferida, dicha combinacidn
consiste en tres polinucledétidos aislados incluidos en
genes asociados a enfermedades neurovasculares,
comprendiendo cada uno de dichos polinucledétidos un SNP
seleccionado entre los SNPs rs2276109, rsl1l0275136,
rs310585, rs7956957, rsl10947803 y rsb5742912, indicativos
del riesgo de un individuo de sufrir una enfermedad
neurovascular, correspondiendo dichos polinucledtidos
aislados a las SEC ID N ° 1 a 6. Preferiblemente, dicha
enfermedad neurovascular es el ictus.

En una realizacidén ©preferida, dicha combinacidn
consiste en cuatro polinucledtidos aislados incluidos en
genes asociados a enfermedades neurovasculares,
comprendiendo cada uno de dichos polinucledétidos un SNP
seleccionado entre los SNPs rs2276109, rsl1l0275136,
rs310585, rs7956957, rsl10947803 y rsb5742912, indicativos
del riesgo de un individuo de sufrir una enfermedad
neurovascular, correspondiendo dichos polinucledtidos
aislados a las SEC ID N ° 1 a 6. Preferiblemente, dicha
enfermedad neurovascular es el ictus.

En una realizacidén ©preferida, dicha combinacidn
consiste en cinco polinucledtidos aislados incluidos en
genes asociados a enfermedades neurovasculares,
comprendiendo cada uno de dichos polinucledétidos un SNP
seleccionado entre los SNPs rs2276109, rsl1l0275136,
rs310585, rs7956957, rsl10947803 y rsb5742912, indicativos
del riesgo de un individuo de sufrir una enfermedad
neurovascular, correspondiendo dichos polinucledtidos
aislados a las SEC ID N ° 1 a 6. Preferiblemente, dicha
enfermedad neurovascular es el ictus.

En una realizacidén ©preferida, dicha combinacidn

consiste en seis polinucledétidos aislados incluidos en
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genes asociados a enfermedades neurovasculares,
comprendiendo cada uno de dichos polinucledétidos un SNP
seleccionado entre los SNPs rs2276109, rsl1l0275136,
rs310585, rs7956957, rsl10947803 y rsb5742912, indicativos
del riesgo de un individuo de sufrir una enfermedad
neurovascular, correspondiendo dichos polinucledtidos
aislados a las SEC ID N ° 1 a 6. Preferiblemente, dicha
enfermedad neurovascular es el ictus.

En otra realizacidén particular, los alelos de dichos
SNPs se deducen mediante pruebas genéticas de otros
marcadores o midiendo los niveles de actividad o
concentracidén de las proteinas, o 1los correspondientes
niveles de expresidén de ARN de NOS3, SCNN1A, KCNK17, MMP12
y/o LRP. Preferiblemente, dicha enfermedad neurovascular
es el ictus.

En una realizacidén particular, dicha combinacién de
SNPs o 1los correspondientes polinucledtidos aislados se
encuentran en un individuo perteneciente a la poblacidn
mediterrdnea. En una realizacidén més particular, dicho
individuo pertenece a la poblacién espafiola.
Preferiblemente, dicha enfermedad neurovascular es el
ictus.

Como se demostrard mas adelante en la seccidn de
métodos vy resultados, dicha combinacién de SNPs o 1los
correspondientes polinucledtidos aislados, se puede
aplicar a un nuevo modelo o método para determinar el
riesgo genético de que un individuo pueda sufrir wuna
enfermedad neurovascular, preferiblemente un ictus, y un

kit para la aplicacidén de dicho método.

2.1.- Métodos

El objetivo de este estudio fue crear un modelo
genético predictivo para el accidente cerebrovascular o
ictus, aungque perfectamente ampliable a una enfermedad

neurovascular tal como se define en este documento,
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mediante el hallazgo de nuevos marcadores genéticos a
través de uno de los estudios mds grandes de asociacidn de
genes candidatos realizado hasta ahora en el accidente
cerebrovascular, incluyendo wuna réplica y un andlisis

funcional de los resultados obtenidos.

2.1.1.- Poblacidén de estudio

El disefio de estudio fue de un estudio caso-control,
donde se utilizaron casos y controles de ictus recogidos
como se describe a continuacidén. E1 tamafio de la muestra
se calculd con el programa Ene 2.0 para obtener una
potencia de 0,80 con un nivel de significancia de 0,05 vy
una diferencia del 6% entre las frecuencias de los alelos
de casos y controles.

- 531 pacientes consecutivos con ictus isgquémico en
el territorio vascular de las arterias cerebrales basilar
0 media (ACM) y admitido en el servicio de urgencias de un
hospital universitario en las primeras 3 horas después de
la aparicidn de sintomas fueron reclutados. El inicio del
accidente cerebrovascular se define como la ultima vez que
se determina que el paciente estuvo sin ningin tipo de
déficit neuroldégico. Todos los pacientes fueron sometidos
a examinaciones urgentes por ecografia carotidea y Doppler
transcraneal (TCD). Recibieron t-PA por via intravenosa en
una dosis estdndar de 0.9-mg/kg (bolo 10%, 90% en infusidn
continua durante 1 hora). Los pacientes con una enfermedad
clinicamente conocida inflamatoria o maligna  fueron
excluidos del andlisis. Para identificar el mecanismo
potencial de infarto cerebral, un conjunto de pruebas de
diagnéstico se realizd que incluyeron electrocardiograma
(ECG), radiografia de térax, hemograma completo v
diferencial de leucocitos, bioquimica de sangre, ecografia
carotidea, contraste y tomografia craneal (TC) en todos
los pacientes. Cuando esté indicado, algunos pacientes

también se sometieron a pruebas especiales de coagulacién,
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imédgenes de resonancia magnética (MRI), ecocardiografia
transtordcica y monitorizacidén por Holter ECG. Teniendo en
cuenta esta informacidn, subgrupos etioldgicos previamente
definidos se determinaron segun los criterios TOAST [1] vy
también por criterios de la Comunidad Oxfordshire (OCSP),
basados en los sintomas clinicos, localizacién y extensidn
del infarto cerebral [2]. El examen clinico se realizd al
ingreso y a las 12, 24 y 48 horas después del inicio de
los sintomas y todos los dias hasta el alta. Se evalud la
gravedad del accidente neurovascular mediante el uso de la
egscala de NIHSS [3]. De definieron la mejoria neuroldgica
como una disminucidén en la puntuacidén 2 4 puntos y el
deterioro neuroldgico como la muerte o un aumento en la
puntuacién de > 4 puntos a las 48 horas [4]. El resultado
funcional fue definido por la escala de Rankin modificada
(mRS)>2, 3 meses después del ictus. Los exdamenes TCD se
realizaron en el servicio de urgencias antes de la
administracién de t-PA (<3 horas). La presidén arterial
sistdélica, diastdlica y la frecuencia cardiaca se midieron
en el momento de cada examinacidn de TCD. El1l examen TCD se
realizé con el dispositivo Multi-Dop X4 TCD (DWL
Elektronische Systeme GmbH), por un transductor de mano y
un modo de onda pulsada con una frecuencia de 2 MHz. La
oclusidén proximal de ACM fue definida como la ausencia de
flujo o la presencia de una sefial de flujo minimo en todo
la ACM a una profundidad de insonacidén entre 45 y 65 mm
[5]. La oclusidén distal ACM se definid como una velocidad
media en la zona afectada ACM > 21% en comparacién con la
ACM no afectada [6]. A sus ingresos, todos los pacientes
se sometieron a una tomografia computarizada en las
primeras 3 horas después del inicio del ictus. Ningun
paciente con una hipodensidad > 33% en el territorio de 1la
ACM recibid t-PA en este estudio. E1 TC =se repitid
posteriormente, de 24 a 48 horas mds tarde (o antes,

cuando se produjo un deterioro neuroldgico rapido) para
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evaluar la presencia de transformacidén  hemorragica
(TH) . Las TC fueron revisadas por un neurorradidlogo con
amplia experiencia en el ictus agudo. Presencia y tipo de
HT se definieron de acuerdo a criterios previamente
publicados [7-8]. El infarto hemorrdagico (HI) se definid
como 1infartos petequiales sin efecto masa y hematoma
parenquimatoso (PH) se definid como hemorragias con efecto
masa.

- 547 controles fueron reclutados en la unidad de
ictus y en el laboratorio del hospital Vall d'Hebron de
Barcelona entre 2007 y 2008. Todos los controles fueron
mayores de 65 ahos de edad vy se declararon sanos de
demencia, enfermedad neurovascular vy/o cardiovascular,
evaluados mediante por entrevista antes de la extraccidn
de sangre. Los pacientes con historia familiar de primer o
segundo grado de enfermedad neurovascular fueron excluidos
del estudio.

Una historia detallada de los factores de riesgo
vascular se ha obtenido de cada participante. El
tabaquismo se definidé como fumar o haber fumado en alguna
ocasidén. La hipertensidén se definid como una presidn
arterial sistdlica 2 140 mmHg vy ©presidén arterial
diastdlica 2 85 mmHg, historia de hipertensidén auto-
reportada y/0 tratamiento para la hipertensidén. La
diabetes mellitus se definid por historia de diabetes
auto-reportada vy/o tratamiento de diabetes tipo 2. La
dislipidemia fue definida por niveles lipidicos elevados
(colesterol> 200 mg/dL o triglicemia> 200 mg/dL), historia
reportada vy/o cualquier tratamiento. El1 consentimiento
informado se obtuvo de cada participante del estudio vy
todos los sujetos presentaban ascendencia europea. E1

comité ético del hospital aprobd el estudio.

2.1.2.- Genotipado y asociaciones de SNPs

221 SNPs en 135 genes candidatos elegidos en la
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literatura por sus funciones putativas en enfermedades
neurovasculares y en procesos relacionados funcionalmente
con estas enfermedades, como inflamacidén, fibrindlisis,
coagulacidn, hipertensidn, enfermedad coronaria,
angiogénesis, metabolismo lipidico o diabetes fueron
analizados de la siguiente manera. El1 ADN gendmico se
extrajo de <cada muestra de 1 mL de sangre periférica
anticoagulada con EDTA mediante métodos estédndar. Los SNPs
se genotiparon por SNPlex™ (Applied Biosystems, 1Inc.,
Foster City, EE.UU.) en el centro de genotipado nacional
espafiol (CeGen), con tasa de éxito de mas de 90%. Cinco
genes fueron analizados en su totalidad por Tag-SNPs,
definidos por los datos del HapMap utilizando pairwise
tagger r2 2 0,8 y una frecuencia del alelo menor >0,1:
MMPY9, NOS3, VEGEF, LRP y IL6. Desviacidén del equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) se evalud mediante una prueba %2 con
1 grado de libertad. Una prueba %2 o de Fisher, en su
caso, se utilizd para comparar variables categdricas entre
grupos. La correccidén de Bonferroni se utilizdé para dar
cuenta de las pruebas multiples. Los tests de Student o
Krustal-Wallis se usaron para comparar variables
continuas, segun correspondiera. Las odds ratio (ORs) con
intervalos de confianza (IC) de 95% para el efecto sobre
el riesgo de ictus isgquémico fueron estimadas por
regresién logistica. Todos los andlisis estadisticos se
realizaron con el programa SPSS 15.0 ©.

La asociacién cumulada de los SNP individuales
asociados positivamente se calculd en funcidén del numero
de alelos de riesgo 1llevados (de 0 a 6) vy de 1la
combinacién de alelos de los 6 SNPs llevada (de los 2° =
64 combinaciones posibles). E1 andlisis se realizdé bajo
un modelo aditivo, teniendo en cuenta la etapa 1, etapa 2
y la base de datos global. A continuacidén se realizd una
regresidén logistica, incluyendo cada variable vy 1las

probabilidades predictivas fueron registradas. Se
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realizaron 2 curvas ROC, una con los factores de riesgo y
otra con los factores de riesgo y wvariantes genéticas,
para explorar la relacidén entre la sensibilidad vy
egspecificidad de una prueba clinica para el riesgo de
accidente cerebrovascular. También se calculéd la
diferencia entre 1las 4areas bajo las curvas con el
programa MedCalc. Por ultimo, la combinacidén de variantes
genéticas y clinicas realizadas por cada individuo se
utilizd para desarrollar un modelo predictivo de riesgo
de accidente cerebrovascular vy ©para determinar 1las

categorias de riesgo para ictus.

2.1.3.- Andlisis funcional

Se extrajo ARN de controles sanos y se mididé 1la
expresiédn mediante PCR cuantitativa en tiempo real de los
genes KCNK17, LRP, SCNN1lA y MMP1l2. La fraccidn de gldébulos
blancos se obtuvo tras la centrifugacidén de sangre total
conservada en EDTA durante 15 minutos a 3500 rpm, y se
conservd en RNAlater ® a -80 °C. El1 ARN total fue aislado
por RiboPure-Blood™ Kit (Ambion ®, Foster City,
FE.UU.). La sintesis del cDNA se realizd utilizando el kit
High-Capacity c¢DNA Archive Kit (Applied Biosystems Inc.,
Foster City, EE.UU.). Los niveles de ARNm se determinaron
mediante PCR cuantitativa en tiempo real, utilizando un
protocolo estandar de kit TagMan® PCR y sondas TagMan
fluorogénicas (LRP: Hs00233856_ml, SCNN1A: Hs00168906_ml,
MMP12: Hs00159178_ml) mediante tecnologia 7500 Real Time
PCR System (Applied BRiosystems Inc., Foster City ,
FE.UU.). E1 gen Cyclophilin A (PPIA) se usd para
normalizar los resultados (Hs99999904_ml). Todas las
reacciones se realizaron por triplicado en placas de 96
pocillos y se analizaron con el Applied Biosystems SDS
7500 system software (Applied Biosystems 1Inc., Foster
City, EE.UU.). Los resultados se expresan en porcentaje en

comparacidén a una muestra calibrador que se utiliza en
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todos los experimentos.

Los niveles de proteina MMP1l2 se midieron a partir de
suero de controles mediante Fuorockine® MMP1l2 Analyte
Profiling en placas de 96 pocillos. Cada muestra se
concentrd de 500uL a 100ul con Microcon® (MilliporeTM,
Billerica, EE.UU.) y se analizaron dos veces segun las
instrucciones del fabricante, las muestras se midieron en
un analizador Luminex (Human MMP Base Kit, Fluorokine®
MAP, R & D Systems, Minneapolis, EE.UU.). La actividad de
la proteina NOS3 fue analizada a partir de plasma de
controles por Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit en
placas de 96 pocillos. Cada muestra se concentrd desde
500uL hasta 100ulL con Microcon® (MilliporeTM, Billerica,
EE.UU.) vy se analizo dos veces segun las instrucciones del
fabricante (Catalog n°780001, Cayman™, Ann Arbor, USA).

2.1.4.- Microarrays y andlisis por Ingenuity Pathways

Se extrajo ARN de 12 sujetos. Tubos con EDTA se
centrifugaron a 3500RPM durante 15 minutos para obtener 1la
fraccién de glébulos blancos. El kit RiboPure™ -Blood de
Ambion (Ambion, Woodward st. Austin, EE.UU.) fue el
empleado para extraer el ARN total siguiendo 1las
instrucciones del fabricante. El1 ARN de la globina de 1los
eritrocitos de muestras de sangre que provoca
interferencias en los estudios con microarrays fue
eliminado wutilizando el kit de Globin-Clear (Ambion,
Woodward st. Austin, EE.UU.). Las imégenes fueron
procesadas con el Microarray Analysis Suite 5.0
(Affymetrix) . Todas las muestras mostraron
caracteristicas de alta calidad y se sometieron a andalisis
posteriores. Los valores de expresidn crudos obtenidos
directamente de archivos CEL fueron pre-procesados por el
método de RMA, un proceso de tres pasos dque integra
correccidn de valores de fondo, normalizacidén y resumen de

valores de las sondas. Estos valores normalizados fueron
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la base para todos los siguiente anédlisis. La seleccidn de
genes expresados diferencialmente se basdé en un andlisis
con el modelo de Bayes. Los valores de p se usaron para
clasificar los genes con mayor © menor cambios de
expresidn. Los valores de p se ajustaron utilizando la
correccidén por falso positivo (FDR) vy el método de
Benjamini Hochberg. Los genes asociados de forma mas
significativa se destacaron graficamente utilizando
graficas de tipo volcanes con, en horizontal, la amplitud
del cambio de expresidén y, en vertical, los valores de p
obtenidos. La importancia bioldgica de los cambios
observados se estimdé comprobando si @ los genes que
resultaron ser expresados diferencialmente parecian estar
concentrados 0 particularmente ausentes de algunas
categorias del Ontology. Finalmente, con el software
Ingenuity Pathways (IPA) se evaluaron las relaciones entre
los genes asociados significativamente con los genotipos
del LRP. Los resultados se registraron en el IPA, vy las
asociaciones entre las moléculas significativas con otras
moléculas, sus funciones vy su participacidédn en redes
moleculares y en enfermedades se registro.
El protocolo usado para el estudio fue el siguiente:
Esquema 1

Recogida de datos (cuestionarios) y muestras (ADN, ARN, suero, plasma, etc)

Extraccion de ADN o ARN

v

Genotipado (PCR y secuenciacion, PCR en tiempo real, etc)

v

Analisis estadistjco de los datos
‘ \ Estudios funcionales:

Replicacion de los o ]
resultados en una niveles de proteina por ELISA

nueva populacion - actividad de proteina por ensayo
colorimétrico

- niveles de mARN por PCR en tiempo
real

- Microarrays
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2.2.- Resultados
2.2.1.— Analisis genético

El andlisis estadistico vy el genotipado de 1las
muestras se realizaron en dos etapas distintas. En total,
los casos de ictus isquémico se dividieron dependiendo de
la etiologias en cardioembolicos (50%), aterotromboticos
(23%) e indeterminados (27%). No habia diferencias
significativas entre los casos y controles de la etapa 1
contra los casos y controles del etapa 2. Los factores de
riesgo establecidos como por ejemplo el género masculino,
la edad, diabetes, hipertensién y el tabaguismo se
observaron con una frecuencia mas elevada en el grupo de
ictus (Tabla 1).

22 SNPs se excluyeron del analisis debido a 1la
frecuencia del alelo menor (MAF) inferior a 1% y 33 SNPs
se excluyeron por fallo de genotipado en cualgquier fase
del andlisis, por lo que el anadlisis estadistico final
incluyd 166 SNPs. Teniendo en cuenta un modelo aditivo, un
total de 25 SNPs se asociaron a ictus en al menos una
etapa del andlisis. Seis SNPs situados cerca o dentro de
los genes KCNK17 (rsl10947803), LRP1 (rs7956957), MMP12
(rs2276109), NOS3 (rsl0275136 'y rs310585) y  SCNN1A
(rsb5742912) se asociaron con ictus isquémico, en las dos
etapas del andalisis (Tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacidén de estudio

Total (n=1062)
Controles Cases
(n=535) (n=527) valor de p

Edad, afios * DE 71.6 £ 7.1 70.7 £ 12.0 <0.05
Hombres, n (%) 230 (42.5) 287 (54.5) <0.001
Fumadores, n (%) 68 (12.6) 130 (25.9) <0.001
Hipertensidén, n (%) 239 (44.2) 308 (59.2) <0.001
Diabetes mellitus, n (%) 44 (8.2) 120 (22.9) <0.001
Dislipidemia, n (%) 155 (28.7) 173 (33.1) <0.05
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Tabla 2. SNPs asociados significativamente a ictus en las

2 etapas del andlisis

Etapa 1
Valor de
SNP Riesgo Controles Casos P OR (95% IC)
rs10947803 A 17.8 25.3 0.003 1.57 (1.16-2.11)
rs7956957 G 63.0 70.0 0.0261 1.37 (1.04-1.80)
rs2276109 G 9.7 17.7 0.0003 2.00 (1.37-2.91)
rs10275136 c 93.5 97.2 0.0137 2.35 (1.17-4.73)
rs310585 A 46 .4 58.1 0.0005 1.60 (1.23-2.09)
rs5742912 T 86.8 96.5 3.1E-07 4.19 (2.33-7.54)
Etapa 2
Valor de
SNP Riesgo Controles Casos P OR (95% IC)
rs10947803 A 17.8 23.5 0.012 1.42 (1.08-2.12)
rs7956957 G 64.4 70.7 0.0415 1.33 (1.01-1.76)
rs2276109 G 9.7 14.0 0.0405 1.51 (1.02-2.25)
rs10275136 c 93.5 97.6 0.0046 2.89 (1.34-6.20)
rs310585 A 44.9 55.4 0.0038 1.52 (1.14-2.03)
rs5742912 T 93.8 97.2 0.0127 2.31 (1.18-4.55)
Total
Valor de
SNP Riesgo Controles Casos P OR (95% IC)
rs10947803 A 17.8 24.2 0.003 1.48 (1.14-1.91)
rs7956957 G 63.7 70.3 0.0027 1.35 (1.11-1.64)
rs2276109 G 9.7 15.9 4.3E-05 1.76 (1.34-2.31)
rs10275136 c 93.5 97.4 0.0002 2.59 (1.55-4.34)
rs310585 A 45.7 56.7 7.9E-06 1.56 (1.28-1.89)
rs5742912 T 91.0 96.8 2.5E-07 3.05 (1.96-4.75)

Curiosamente, la combinacién de seis SNPs mostrd una
5 clara contribucidén al riesgo de ictus en comparacidén con

el riesgo acumulado obtenido por los factores de riesgo
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clinicos convencionales, incluyendo edad, sexo,
tabaquismo, hipertensidén y diabetes, con &reas bajo la
curva ROC de 0,687 (95% IC: 0,589-0,669) contra 0,629 (IC
95%: 0,649 a 0.725) (Figura 1). Ademas, el riesgo aumenta
con el numero de variantes genéticas gue presenta el
paciente (Figura 2), vy el riesgo aumenta con la cantidad
de marcadores genéticos y/o variable de riesgo clinicos
presentes, aungue nadie en nuestra poblacidn presentaba
mas de 9 factores de riesgo (Figura 3). Por ultimo, se
disefié un modelo predictivo de riesgo para crear
categorias de bajo a alto riesgo de ictus. Las seis
variables clinicas y seis wvariantes genéticas replicadas
se introdujeron en el modelo. Todas las variables son
independientes wunas de la otras. El1 test de Hosmer vy
Lemeshow mostrd gue nuestro modelo se adapta muy bien a
los datos. Una puntuacidén de riesgo se asigndé a cada
variable y una escala de riesgo de 1 a 45 (Figura 4) se
utilizd para clasificar a los sujetos en tres categorias.

El riesgo de ictus fue definido como bajo (puntuacidén <

18), moderado (19 <puntuacidén < 26) o alto (26
<puntuacidn) (Figura 5).
2.2.2.— Andlisis funcionales

La expresidn génica de SCNN1A, medida en 26 controles
sanos, reveld gque los portadores de TT tenian niveles de
ARNm significativamente superiores a los TC y CC (TT: 109
+ 40%, CT: 60 + 28%, CC: 58 =+ 25%, p = 0,005). Sin
embargo, la expresién génica de LRP1 se determind en 18
controles sanos, pero ninguna asociacidn se observd entre
el SNP rs7956957 yv los niveles de ARNm (GG: 114 + 73%, CG:
105 + 60%, CC: 96 * 47%, p = 0.578). Ademéds, los niveles
de ARNm del gen KCNK17 dependian de los alelos del SNP

rsl10947803 (p = 0,021). Los portadores del alelo A
presentan niveles mds altos que los C (114 £ 35%, n = 5 vs
77 + 38%, n = 8). Por otra parte, la actividad de 1la

proteina NOS3 determinada en 80 controles sanos reveld que
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los dos alelos de riesgo para ictus, los SNPs rs310585 y
rsl10275136, se asociaban a niveles menores de actividad de
la proteina (A: 6,8 =+ 2,0 mM, G: 8,0 £ 3,4 mM, p = 0,005 vy
c: 7,2 + 2,7 mM, T: 8,8 + 3,6 mM, p = 0,027). Por otro
lado, la expresidén génica del MMP12 no se pudo detectar en
12 controles sanos. Sin embargo, los niveles de proteina
MMP12 se determinaron en 14 controles sanos por Luminex y
solo pudimos detectar unos niveles muy bajos de MMP12 en 6
muestras, pero ninguna asociacidén con los genotipos del
SNP rs2276109 (AA: 22,4 + 13,3 afios, AG: 18,1 + 12,8, AP:
11,6 pg / mg de proteina total, p = 0,704). Por Ultimo, el
andlisis por microarrays en 12 sujetos revelaron gque los
genotipos del SNP rs7956957 del gen LRP se asocian con la
expresidén de varios genes después de correccidédn por la
tasa de descubrimiento falso (FDR) y el programa Ingenuity
Pathway Analysis (IPAZA) identificd varias redes asociadas a
los genotipos del LRP. Notablemente, el alelo de riesgo
del SNP rs7956957 (alelo G) se asocid con una menor
expresidén de genes implicados en procesos inflamatorios,
tales como CLEC4C o los complementos 4A y 4B (C4A vy C4B),
mientras que se asocidé con un incremento de la expresidn
de genes implicados en apoptosis como ITGB3, ALOX12, NEKI1
o GO0S2.

2.3.- Discusidn

En este estudio caso-control, los inventores
analizaron la asociacién de 221 SNPs funcionalmente
relacionados con las enfermedades neurovasculares en una
poblacidén mediterrdnea. Tras el andlisis multivariante,
ajustado por factores de riesgo convencionales, los
inventores podrian replicar una asociacidn
estadisticamente significativa entre seis SNPs
(rsl0947803, rs7956957, rs2276109, rsl0275136, rs310585 vy
rs5742912) y el riesgo de accidentes neurovasculares, o

ictus.
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El SNP 1rsb5742912 del gen SCNNIA es un cambio de
aminodcido importante al nivel estructural de la proteina
se trata de un cambio triptdéfano por arginina
(Trpd493-Arg), cambiando un aminodcido ciclico no polar por
un aminodcido de carga positiva. E1 gen codifica wuna
subunidad de la proteina ENaC, un canal de sodio que esté
presente en las células epiteliales, junto con otras dos
subunidades, SCNN1B vy SCNN1IG [15]. El1 papel de esta
proteina en la homeostasis del sodio, osmolaridad
plasmatica y la regulacidén de la presidén arterial 1lo ha
convertido en un candidato ideal para estudiar el
desarrollo de enfermedades complejas como el dictus, el
infarto de miocardio o la insuficiencia renal [16]. De
hecho, el eNaC es importante por el paso limitante en la
velocidad de reabsorcidén de sodio vy es sensible al
amiloride, un diurético que puede blogquear el canal de
sodio e inhibe su asimilacidn, utilizado en el tratamiento
de la hipertensidén e insuficiencia cardiaca congestiva
[17]. A nivel genético, el SNP rsb5742912 de SCNN1A se ha
asociado con el ictus isquémico [11]. En nuestro estudio,
la asociacidén resistid correccidn de Bonferroni y alcanzd
un valor de p de 2.5E-07 y un OR de 3,59, wvalores muy
bajos para un estudio de genes candidatos. Los inventores
también demuestran aqui por primera vez gue este SNP esta
asociado a niveles de ARNm del gen SCNN1A, vy 1los
portadores del alelo de riesgo T mostraron niveles
significativamente mds elevados que los portadores del
alelo C. Al ser un SNP no sindnimo, esperamos gue pudiera
afectar a la actividad de la proteina ademds del ARNm,
sobre todo porque el SNP se encuentra en el dominio
extracelular, donde se unen diferentes ligandos y el
amiloride. Estos resultados son consistentes con otros
estudios gue muestran gue otras variantes de la subunidad
o se asocian con aumentos de actividad de esta proteina en

células epiteliales humanas [187]. Los inventores
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observaron niveles mayores de ARNm asociados con el alelo
de riesgo T, gue es también el alelo mas comun. El1 gen
SCNN1A se encuentra en el cromosoma 12pl3, donde un GWAS
mostrd recientemente una asociacidn robusta con el locus
genético del gen NINJ2 y el ictus, lo gque indica que esta
regién podria ser de hecho una regidn importante de
susceptibilidad para sufrir un accidente cerebrovascular
[51.

Otro SNP localizado en el cromosoma 12 se asocid con
ictus isguémico en nuestro estudio. De hecho, el alelo G
del 1rs7956957 del gen LRP1 en el locus 12gl3 fue
identificado como factor de riesgo en todas las etapas de
nuestro estudio y en todas las etiologias de ictus, aungue
no se asocié a los niveles de ARNm. E1 SNP estd en
ligamiento con muchos otros SNPs del gen, aunque el Unico
SNP funcional descrito (C766T o rsl1799986) se encuentra en
otra regidén diferente del gen, compuesto de 89 exones, y
no estda en desequilibrio de 1ligamiento con el SNP
rs7956957. Nada se sabe sobre este SNP (rs7956957), se
trata de un SNP intrdénico que se selecciond en este
estudio como un Tag-SNP para LRP1. El efecto del rs7956957
en ictus se examind también mediante microarrays e
identificamos wvarios genes interesantes asociados a los
genotipos del rs7956957 como ALOX12, ITGB3, MPL, C4a vy
C4b. Una representacidén combinada de las dos redes
principales identificadas por el software IPA reveld que
los genes implicados podrian tener un papel importante en
los procesos bioldgicos de apoptosis, seflalizacién
celular, muerte celular e inflamacidén. La fusidén de estas
redes indica también que algunos genes como el LDL, NFkB,
CDKN12Z, v p38-MAPK podrian ser reguladores importantes de
estas redes. El mecanismo del efecto del rs7956957 en el
ictus isquémico todavia no estd claro pero podria ser
debido a una modulacidén de la actividad de la proteina vya

gque no afecta a la expresidn de ARNm del LRP1, aunque los
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resultados indicaron que los casos de 1ictus presentaban
niveles significativamente mds bajos de ARNm que 1los
controles sanos.

Otros dos genes que han sido identificados en nuestro
estudio, MMP1l2 y NOS3, estdn involucrados en procesos de
inflamacién. La proteina MMP12 se ha relacionado con
accidente cerebrovascular isquémico, gracias a su papel en
la estabilidad de la placa aterosclerdética, mientras que
el gen MMP12, 1localizado en el cromosoma 11922 se ha
relacionado con la enfermedad coronaria vy el ictus
hemorragico [21-22]. E1 SNP rs2276109 se asocid con
accidente cerebrovascular isguémico en nuestra cohorte. Es
una sustitucidén de A por G en la regidn promotora del gen,
y se ha demostrado ser funcional, al influir en la
capacidad de unidén del factor de transcripcién AP -1 en
ensayos de electromobilidad [23]. El alelo A se asocia con
una mayor actividad del promotor de MMP1l2 in vitro en los
estudios de transfeccidén transitoria, y se asocia con un
menor riesgo de ictus isquémico en nuestro estudio. Por
tanto, ©parece gque una disminucidén de actividad del
promotor de MMP1l2, a través del alelo G del SNP rs2276109,
podria estar asociada con un mayor riesgo de ictus. La
expresidn génica y los niveles de proteina de MMP12 se
midieron en controles sanos, con el fin de entender mejor
la contribucidén de la variante rs2276109, pero los niveles
de ARNmM v proteinas eran apenas perceptibles e
insuficientes para sacar conclusiones. Se utilizaron
muestras de sangre, mientras que la MMP1l2 se manifiesta,
principalmente, en macrdéfagos activados y células del
estroma, lo que podria explicar por qué no se detectd.

El NOS3, en el cromosoma 7936, también se asocid con
ictus en este estudio. De hecho, se observd una asociacidn
de dos SNPs en este gen, rsl0275136 vy rs310585, este
ultimo llegando a valores de p de 7.9E-06. Ambas

asociaciones resistieron la correccidn de Bonferroni.
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Estos 2 SNPs no estdan en desequilibrio de ligamiento v,
por tanto son independientes entre ellos y se ubican en la
regién 5 'del NOS3. Se seleccionaron para este estudio
como Tag SNPs vy su funcidén es desconocida. La proteina
NOS3, también conocida como eNOS o c¢cNOS participa en
muchos procesos bioldgicos, incluyendo la hipertensidn y
los espasmos coronarios [24]. Cataliza la generacidn de
6xido nitrico en los vasos sanguineos a partir de L-
arginina, y es particularmente importante en la
seflalizacidén celular vy la regulacidén de 1la funcidn
vascular [25]. A nivel genético, algunos polimorfismos en
este gen se han asociado con ictus, infarto de miocardio,
hipertensidén y cardiopatia coronaria [26]. Curiosamente,
mientras que los 3 otros SNP se asociaron con todos 1los
subtipos de ictus isquémico, estas dos variantes son
egpecificas de la etiologia cardioembdlica, lo que indica
que podrian estar asociados con otros trastornos
cardiovasculares. Por otra parte, los dos alelos de riesgo
se asociaron con una menor actividad de la proteina NOS3 y
los casos de ictus presentaron niveles mas bajos que los
controles sanos, lo que indica que niveles bajos de NOS3
podrian ser factores de riesgo para ictus. De hecho, esta
hipdétesis esta en concordancia con estudios anteriores que
muestran gue NOS3 es un regulador importante del flujo
sanguineo cerebral, especialmente durante la isquemia
cerebral, donde se ha demostrado gque presenta efectos
neuroprotectores a través de una perfusidén mejor y un
tamafio de ictus menor [27-28].

El alelo A del SNP rsl10947803 del gen KCNK17 se
asocid independientemente con i1ctus isquémico en este
estudio con una OR de 1,47 (p = 0,010). Poco se sabe sobre
el gen KCNK17, pero se expresa ampliamente, sobre todo en
higado, pulmdén, placenta, pancreas, 1intestino vy aorta
[29]. Niveles altos de mRNA del gen KCNK17 se asociaron

con un mayor riesgo de ictus isquémico. El1 mecanismo de
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esta asociacidén se desconoce y el SNP es intrdénico y por
lo tanto no pertenece a la regidén promotora del gen. La
proteina codificada por el gen KCNK17 es un miembro de 1la
superfamilia de canales de K [29-30]. Estos canales
regulan los flujos celulares de iones y en consecuencia el
volumen celular, asi como la acidosis metabdlica y 1la
hipotensién provocada por la secrecién de HCO® [31-34] y
teniendo en cuenta su funcidén y su localizacidén en muchos
tejidos, podria desempeflar un papel importante en el
ictus, siendo un disparador principal comun a todos los
subtipos de ictus.

En resumen, se observd que seis SNPs fueron factores
de riesgo independientes de ictus en la poblacidn
espanola. Cuatro de estos SNPs, en 1los genes KCNK17,
SCNN1A y NOS3, mostraron una clara influencia sobre la
funcidén del gen o la proteina correspondiente, y un SNP en
el gen MMP12 tenia también un efecto claro como se
describe en otro estudio [23].

A continuacidén se evalud la asociacidén acumulada de
estas variantes. El principal objetivo era establecer si
la combinacidn de al menos dos de estos SNP,
preferiblemente tres SNP, mejor cuatro SNPs, todavia mejor
cinco SNP, vy el oéptimo seis SNPs, podria predecir el
riesgo de accidente cerebrovascular mejor que cada SNP de
forma individual, y si los inventores podrian mejorar la
discriminacidén entre los sujetos de riesgo, en combinacidn
con factores de riesgo clésicos, en contraste con 1los
factores de riesgo cléasicos solos. Los resultados de este
andlisis mostraron que el riesgo aumentd gradualmente con
el numero de alelos del riesgo portados. De hecho, la
asociacidén acumulada de los seis SNPs tenia un valor de
prediccidén positiva superior a la adicidn del OR de cada
SNP de forma individual. Los portadores de todos 1los
alelos de susceptibilidad presentaban un riesgo de ictus

de casi el 100% comparandolo con controles sanos. Por otra

33


PC022
Nota adhesiva
None definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC022


10

15

20

25

30

35

ES 2387292 Al

parte, la contribucidén de 1la informacidédn genética con
factores de riesgo clésicos era significante, como se
indica en la gréafica de las curvas ROC con los factores
clinicos o clinicos y genéticos, asi que los inventores
asignaron una puntuacién a cada SNP vy cada factor de
riesgo convencional, en funcidén de su efecto sobre el
ictus. El modelo predictivo obtenido finalmente permito la
distincién de varias categorias de riesgo ictus, para
clasificar a los sujetos en categorias de riesgo bajo,
moderado o alto. Los inventores creen dque este modelo
podria ser un instrumento importante en medicina
preventiva, va que el ictus supone una carga enorme para
el sistema de salud y sobre todo para los pacientes. Ellos
podrian beneficiarse de una prevencidn primaria
individualizada y especifica. De hecho, la combinacién de
SNPs presentada aqui podria aportar informacidén clinica
nueva e 1mportante por lo menos al mismo nivel que
factores de riesgo clédsicos como la hipertensidn, el
tabagquismo o la diabetes. Los resultados obtenidos en este
estudio permitirdn clasificar mejor los individuos que
presentan un riesgo moderado basado en factores clinicos,
y que podrian realmente pertenecer al grupo de alto riesgo
segun este modelo de combinacidén genética y clinica.

En este estudio, los inventores encontraron
sorprendentemente que a partir de una combinacidén de al
menos dos de los SNPs descritos anteriormente, la
prediccidén del riesgo medido era mejor que cualquier
herramienta de prediccidén descrita en la literatura, y los
inventores fueron capaces de prever que el riesgo
de sufrir un ictus aumentaba con el numero de SNPs
portados, como se muestra en la tabla adyacente. En otras
palabras, la combinacidén de dos de los SNPs mencionados
indicaba un riesgo individual de accidente cerebrovascular
de al menos 3,417 veces mas alto gue una persona que, en

las mismas condiciones ambientales, no presenta ninguno de
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estos SNPs. Como se muestra en la tabla, esta relacidn
aumenta de manera dramdatica a medida que aumenta el nuUmero
de SNPs, no sé6lo a través de un efecto sumatorio, sino a
través de un efecto multiplicador, el modelo es Odptimo
cuando el numero de SNPs es de seis. La combinacidén de al
menos dos SNPs es entonces un buen modelo para predecir el
riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular, pero la
combinaciones de tres, cuatro o cinco SNPs es cada vez
mejor hasta seis SNPs que es la combinacién Odptima

de predecir el riesgo de accidente cerebrovascular.

Tabla 3. Combinaciones de SNPs significativamente

asocliados a ictus

Numero de OR 95% IC
SNPs
1 1 -
2 3.417 0.670-17.426
3 6.159 1.261-30.089
4 10.26 2.095-50.326
5+ 26.056 4.672-145.308

Métodos y kits para su aplicaciédn

La presente invencidén se refiere también a un método
para la determinacidén de la predisposicidédn genética a
enfermedades neurovasculares, en particular ictus, en un
individuo, que comprende la deteccidén de los alelos de al
menos dos SNPs seleccionados del grupo que consiste en
rs2276109, 1rsl0275136, 1rs310585, 1rs7956957, rs5742912 vy
rs10947803 en un una muestra de &acido nucleico aislado de
un individuo.

En una realizacidén preferida, dicho método se utiliza
para determinar la predisposicidén genética a enfermedades

neurovasculares, en particular ictus, en un individuo vy
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comprende la deteccidn de los alelos de tres SNPs
seleccionados del grupo gque consiste en rs2276109,
rs10275136, rs310585, rs7956957, rsb5742912 y rs10947803 en
una muestra de adcido nucleico aislado de un individuo.

En una realizacidén mas preferida, dicho método se
utiliza para determinar la predisposicidén genética a
enfermedades neurovasculares, en particular ictus, en un
individuo y comprende la deteccidén de los alelos de cuatro
SNPs gseleccionados del grupo gue consiste en rs2276109,
rs10275136, rs310585, rs7956957, rsb5742912 y rs10947803 en
una muestra de adcido nucleico aislado de un individuo.

En una realizacidén mas preferida, dicho método se
utiliza para determinar la predisposicidén genética a
enfermedades neurovasculares, en particular ictus, en un
individuo y comprende la deteccidn de los alelos de cinco
SNPs gseleccionados del grupo gue consiste en rs2276109,
rs10275136, rs310585, rs7956957, rsb5742912 y rs10947803 en
una muestra de adcido nucleico aislado de un individuo.

En la realizacién mads preferida, dicho método se
utiliza para determinar la predisposicidén genética a
enfermedades neurovasculares, en particular ictus, en un
individuo que comprende la deteccidén de los alelos de los
sels SNPs rs22761009, rsl10275136, rs310585, rs7956957,
rs5742912 y rsl1l0947803 en una muestra de 4acido nucleico
aislado de un individuo.

En una realizacidn particular, los alelos detectados
de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores
serian un alelo G de rs7956957, A de rs310585, G de
rs2276109, C de 1rsl0275136, T de 1rsb742912 vy A de
rs10947803.

La muestra de &cido nucleico aislado del individuo
utilizada en cualguiuera de las realizaciones del método
de la presente invencidn puede comprender ADN o ARN. Por
otra parte, dicha muestra de &cido nucleico puede ser

amplificada, generalmente por una reaccidn en cadena de 1la
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polimerasa (PCR), de la forma establecida en la técnica.

La deteccidn de 1los SNP puede realizarse mediante
cualquiera de los métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo sin limitarse a éstos, mediante hibridacidén de una
sonda de A&acido nucleico o de oligonucledtidos, o mediante
marcadores radiactivos, enzimaticos, luminosos 0
fluorescentes [35: pagina 4183 y 36: paginas 246-247].

Dicha sonda o secuencia de oligonucledétido comprende
una secuencia gue es totalmente complementaria a una
secuencia de &cido nucleico gue comprende los SNPs
divulgada en la presente invencidén (SEC ID N ° 1 a SEC ID
N ° 6).

FEn una realizacidn preferida, la presente invencidn
se refiere al método segun cualqguiera de las
realizaciones descritas anteriormente en el que por 1o
menos dos, tres, cuatro, cinco o seis SNPs se combinan con
una o mas variables clinicas asociadas con una enfermedad
neurovascular, en particular ictus.

Preferentemente, dichas variables clinicas se
seleccionan entre edad, sexo, tabaquismo, hipertensién,
diabetes y dislipidemia.

FEn una realizacién particular, la presente invencidn
se refiere al método segun cualquiera de las realizaciones
descritas anteriormente en el gue los alelos de dichos
SNPs se deducen mediante pruebas genéticas.

En otra realizacidn, la presente invencidn se refiere
al método segun cualquiera de las realizaciones descritas
anteriormente en el que los alelos de dichos SNPs se
deducen de los niveles de actividad o concentracién de las
proteinas, o de los correspondientes niveles de expresiédn
de ARN de NOS3, SCNN1A, KCNK17, MMPl2 y/o LRP, gque son
modulados por la presencia de los marcadores genéticos,
tal como se muestra en la seccidén de resultados.

FEn una realizacién particular, la presente invencidn

se refiere al método segun cualquiera de las realizaciones
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descritas anteriormente en el gue dichos al menos dos,
tres, cuatro, cinco o sels SNPs se combinan con los SNPs
rs405509, rs4934, rs2720723, rs2295778, rs7193343,
rs6007897, rs4044210 yv rs2200733.

FEn una realizacién particular, la presente invencidn
se refiere al método segun cualquiera de las realizaciones
descritas anteriormente, que comprende ademas la
comparacidén de la combinacidn de alelos obtenida para un
individuo con la combinacidén de alelos obtenida para otro
individuo afectado por una enfermedad neurovascular, en
particular ictus, v la deteccidén de la predisposicidn
genética a una enfermedad neurovascular, en particular
ictus, si el individuo a ser analizado presenta la misma
carga genética que el individuo afectado. En una
realizacién méas preferida, dicho otro individuo tiene una
relacién familiar con el individuo a analizar.

Preferentemente, en todas las realizaciones del
método anteriores dicha enfermedad neurovascular es el
ictus.

En una realizacién particular, el método segun
cualgquiera de las realizaciones descritas anteriormente
para determinar el riesgo de un individuo de sufrir una
enfermedad neurovascular, preferentemente ictus, se aplica
a un individuo perteneciente a la poblacién mediterrénea.

En una realizacidén mas particular, dicho individuo

pertenece a la poblacidén espafiola.

La presente invencidén se refiere ademds un kit para
determinar el riesgo de un 1individuo de sufrir una
enfermedad neurovascular, en particular ictus, que
comprende:

(A) Dos o mas sondas que permiten detectar los alelos de
los SNPs rs2276109, rsl10275136, rs310585, rs7956957,
rs10947803 y rsb742912.

(B) Instrucciones para usar el kit y determinar el riesgo
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de un individuo de sufrir una enfermedad neurovascular, en
particular ictus, teniendo en cuenta la combinacidén de
SNPs presentada.

En una realizacién preferida, se detectan dos SNPs
asociados a una enfermedad neurovascular, en particular
ictus.

En una realizacidén preferida, se detectan tres SNPs
asociados a una enfermedad neurovascular, en particular
ictus.

En una realizacidén mas preferida, se detectan cuatro
SNPs asociados a una enfermedad neurovascular, en
particular ictus.

En una realizacidén mas preferida, se detectan cinco
SNPs asociados a una enfermedad neurovascular, en
particular ictus.

En la realizacidén mas preferidg se detectan los seis
SNPs asociados a una enfermedad neurovascular, en
particular ictus.

Dichas dos o mds sondas del kit pueden marcarse. De
manera opcional, el kit puede comprender reactivos tales
como soluciones de dilucidn, tampones de reaccidn, enzimas
de polimerizacidén vy/o oligonucledtidos (cebadores). Al
utilizar sondas marcadas radioactivamente, la hibridacidn
puede ser detectada por autorradiografia, centelleo,
contador o contador gamma.

En cilertas realizaciones del kit, éste puede
comprender ademds oligonucledétidos (cebadores) para la
amplificacidn o) secuenciacidn v estos pueden ser
egpecificos de las secuencias SEC ID N ° 1 a 6.

El kit también puede comprender también reactivos
para el marcaje de uno o mas de los oligonucledtidos
egpecificos de secuencia, o) puede comprender
oligonucledétidos marcados especificos de secuencia. Los
marcadores Utiles incluyen radioisdtopos, asi como grupos

no radioactivos. Los marcadores isotépicos incluyen °H,
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**g, *?p, '?°1, "'co y '“C. Los marcadores isotdépicos pueden
ser introducidos en el oligonucledtido mediante técnicas
descritas en la literatura. Los marcadores no i1isotdpicos
pueden ser fluorescentes, de guimioluminiscencia, enzimas,
cofactores, sustratos de la enzima, haptenos u otros
ligandos.

FEn una realizacidn preferida, la presente invencidn
se refiere al kit segun cualquiera de las realizaciones
descritas anteriormente en el que dichos por lo menos dos,
tres, cuatro, cinco o seilis SNPs se combinan con una O mas
variables clinicas asociadas con una enfermedad
neurovascular, en particular ictus. Preferentemente,
dichas variables clinicas se seleccionan entre edad, sexo,
tabagquismo, hipertensidén, diabetes y dislipidemia.

En una realizacién particular, en el kit de acuerdo
con las realizaciones anteriores, 1los alelos de dichos
SNPs se deducen mediante pruebas genéticas de otros
marcadores o midiendo los niveles de actividad o
concentracidén de las proteinas, o 1los correspondientes
niveles de expresidén de ARN de NOS3, SCNN1A, KCNK17, MMP12
y/0 LRP.

Preferentemente, en todas las realizaciones
anteriores del kit, la enfermedad neurovascular es el
ictus.

En una realizacidén particular, dicho kit para
determinar el riesgo individual de un individuo de sufrir
una enfermedad neurovascular, preferiblemente ictus, se
aplica a un individuo ©perteneciente a la poblacidn
mediterranea.

En una realizacidén mas particular, dicho individuo
pertenece a la poblacidén espafiola.

La presente invencidén se refiere ademas a la
utilizacidén de 1la combinacién de al menos dos SNPs
seleccionados entre los SNPs rs2276109, rsl10275136,
rs310585, rs7956957, rsl0947803 vy rsb742912 vy todas las
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realizaciones de la combinacién descritas en la presente
invencién en un kit para determinar el riesgo de un
individuo de sufrir una enfermedad neurovascular,
preferiblemente el ictus.

En una realizacidén particular, dicho uso se aplica a
un individuo perteneciente a la poblacidn mediterrénea.

En una realizacidén mas particular, dicho individuo
pertenece a la poblacidén espafiola.

La presente invencidén se refiere ademas a la
utilizacidén de 1la combinacién de al menos dos SNPs
seleccionados entre los SNPs rs2276109, rsl10275136,
rs310585, rs7956957, rsl10947803 y rsb5742912, indicativos
del riesgo de un individuo de sufrir una enfermedad
neurovascular, preferiblemente el ictus, vy todas las
realizaciones de la combinacién descritas en la presente
invencidén como una herramienta de prueba genética para una
enfermedad neurovascular, preferiblemente el ictus.

En una realizacidén particular, dicho uso se aplica a
un individuo perteneciente a la poblacidn mediterrénea.

En una realizacidén mas particular, dicho individuo

pertenece a la poblacidén espafiola.
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REIVINDICACIONES

1.- Combinacidén de polimorfismos de nucledtido Gnico
(SNPs) gue comprende rs2276109, rsl0275136, rs310585, Y
rs5742912, indicativa del riesgo de un individuo de sufrir
una enfermedad neurovascular.

2.- La combinacién seglGn la reivindicacidn 1, donde
dicha combinacidn de SNPs se combina con uno o mas de los
SNPs 1rs7956957, 1rsl1l0947803, rs405509, rs4934, 1rs2720723,
rs2295778, rs7193343, rs6007897, rs4044210 y rs2200733.

3.- La combinacién segiln cualguiera de las

reivindicaciones 1 & 2, donde dicha combinacidén de

polimorfismos de nucledtido Gnico se combina con una o mas

variables clinicas asociadas con una enfermedad
neurovascular.
4.- La combinacidn segin la reivindicacidén 3, donde

dicha wvariable c¢linica se selecciona entre edad, sexo,
tabagquismo, hipertensidén, diabetes y dislipidemia.

5.- Combinacién de polinucledtidos aislados incluidos
en genes asociados a enfermedades neurovasculares que
comprenden cada uno de dichos polinucledtidos un SNP de la
combinacién de SNPs que comprende rs2276109, rsl0275136,
rs310585, y rsb742912, indicativa del riesgo de un
individuo de sufrir una enfermedad neurovascular,
correspondiendo dichos polinucledétidos aislados a las SEC
IDN ° 1, 2, 3 y 6, respectivamente.

6.~ La combinacién segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 en la que los alelos de dichos SNPs
se deducen mediante pruebas genéticas o midiendo los
niveles de actividad o concentracidén de las proteinas, o
los correspondientes niveles de expresidén de ARN de NOS3,
SCNN1A, KCNK17, MMP1l2 o LRP.

7.- La combinacidén segln la reivindicacién 5 en 1la
gue los alelos de dichos SNPs se deducen mediante pruebas
genéticas o midiendo los niveles de actividad o

concentracién de las proteinas, o los correspondientes
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niveles de expresién de ARN de NOS3, SCNN1A, KCNK17, MMP12
o LRP.

8.- La combinacidn segln cualquiera de las
reivindicaciones 1-4 e} 6, donde la enfermedad
neurovascular es el ictus.

9.- La combinacidén sgegin la reivindicacidén 5 & 7,
donde la enfermedad neurovascular es el ictus.

10.- Un método para la determinacidén de una
predisposicidén genética a las enfermedades neurovasculares
de un individuo, que comprende la deteccidn de los alelos
de la combinacién de SNPs gue comprende rs2276109,
rsl0275136, rs310585, vy rs5742912 en una muestra de acido
nucleico aislado de un individuo.

11.- El1 método segiin la reivindicacidén 10, donde se
detectan un alelo A para rs310585, un alelo G para
rs2276109, un alelo C para rsl0275136, o un alelo T para
rsh742912.

12.- El método segin cualquiera de las
reivindicaciones 10 u 11, donde la muestra de &cido
nucleico comprende ADN.

13.- El método seglin cualquiera de las
reivindicaciones 10-12, donde la muestra de &cido nucleico
comprende ARN.

14.- El método segin cualquiera de las
reivindicaciones 10-13, donde dichos SNPs ge detectan por
hibridacién de una sonda de acido nucleico o secuencia de
oligonuclebtido, o0 mediante marcadores radiactivos,
enzimdticos, luminosos o fluorescentes.

15.- El método segin cualquiera de las
reivindicaciones 10-14, donde dicha combinacidén de SNPs se
combina con una o mas variables c¢linicas asociadas con
enfermedades neurovasculares.

16.- El1 método segln la reivindicacidén 15, donde
dichas variables clinicas se seleccionan entre edad, sexo,

tabaquismo, hipertensién, diabetes y dislipidemia.
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17.- El método seglin cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 16, donde dicha combinacidén de SNPs

se combina c¢con wuno o© mas de los SNPs 1rs7956957,

rs10947803, rs405509, rs4934, rs2720723, rs2295778,
rs7193343, rs6007897, rs4044210 y rs2200733.
18.- El método segin cualquiera de las

reivindicaciones 10 a 17, en el que los alelos de dichos
SNPs se deducen mediante pruebas genéticas o midiendo los
niveles de actividad o concentracién de las proteinas, o
los correspondientes niveles de expresidén de ARN de NOS3,
SCNN1A, KCNK17, MMP12 y/o LRP.

19.- El método segan cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 18, que comprende ademds la
comparacidén de la combinacidén de alelos obtenida para un
individuo con la combinacién de alelos obtenida para otro
individuo afectado por una enfermedad neurovascular y la
detecciébn de la predisposicidn genética a una enfermedad
neurovascular si el individuo a ser analizado presenta la
misma carga genética que el individuo afectado

20.- El método segln la reivindicacidn 19, donde el
otro individuo tiene una relacién familiar con el
individuo a analizar.

21.- El método segin cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 20, donde dicha enfermedad
neurovascular es el ictus.

22.- Un kit para determinar el riesgo de un individuo
de sufrir dicha enfermedad neurovascular que comprende,

(a) Sondas que permiten detectar los alelos de 1la
combinacién de SNPs que comprende rs2276109, rsl0275136,
¥rs310585, y rs5742912.

(b) Instrucciones para usar el kit y determinar el riesgo
del individuo de sufrir una enfermedad neurovascular
teniendo en cuenta la combinacién de SNPs presentada.

23.- El kit segln la reivindicacidén 22, donde una o

mas sondas estédn marcadas.
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24 .- El kit segin cualquiera de las reivindicaciones
22 &6 23, que incluye un reactivo para detectar el
marcador.

25.- El kit segln cualgquiera de las reivindicaciones

22 a 24, donde dicha combinacién de SNPs se combina con

variables clinicas asociadas con una enfermedad
neurovascular.

26.- El1 kit segln la reivindicacidn 25, donde las
variables «c¢linicas se seleccionan entre edad, sexo,

tabagquismo, hipertensidn, diabetes y dislipidemia.

27.- El kit segin las reivindicaciones 22 a 26, donde
dicha combinacidén de SNPs se combina con uno o mas de los
SNPs rs7956957, rsl0947803, 1rs405509, rs4934, rs2720723,
rs2295778, rs7193343, rs6007897, rs4044210 y rs2200733.

28.- El kit segln las reivindicaciones 22 a 27, donde
los alelos de dichos SNPg se deducen mediante pruebas
genéticas o midiendo los niveles de actividad o
concentracién de 1las proteinas, o los correspondientes
niveles de expresidén de ARN de NOS3, SCNN1A, KCNK17, MMP12
y/o LRP.

29.- El kit segln cualguiera de las reivindicaciones
22 a 28, donde dicha enfermedad neurovascular es el ictus.

30.- El uso de la combinacidén seglin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 en un kit para determinar el riesgo
de un individuo de sufrir una enfermedad neurovascular.

31.- El uso de la combinacidén segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, como herramienta de prueba
genética para enfermedades neurovasculares.

32.- El uso segln las reivindicaciones 30 & 31, donde
dicha enfermedad neurovascular es el ictus.

33.- La combinacién segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, donde dicho individuo pertenece a
la poblacidédn mediterranea.

34.- La combinacidn seglin cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 9, donde dicho individuo pertenece a
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la poblacién espafiola.

35.- El método segln cualguiera de las
reivindicaciones 10 a 21, donde dicho individuo pertenece
a la poblacién mediterranea.

36.- El método seglGn cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 21, donde dicho individuo pertenece
a la poblacidén espafiola.

37.~ El kit segin cualquiera de las reivindicaciones
22 a 29, donde dicho individuo pertenece a la poblacidén
mediterrinea.

38- El kit segln cualquiera de las reivindicaciones
22 a 29, donde dicho individuo pertenece a la poblacidn
espafiola.

39.- El uso segtGn cualquiera de las reivindicaciones
30 a 32, donde dicho individuo pertenece a la poblacidn
mediterranea.

40.- El uso segln cualquiera de las reivindicaciones
30 a 32, donde dicho individuo pertenece a la poblacidn

espafiola.
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Figura 1
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Figura 4
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Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

c12Q

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031004

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 31.08.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-40 Si
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-40 Si
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031004

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan | os doc umentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion parala
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicaciéon

D01 DOMINGUES-MONTANARI S. et al. “KCNK17 genetic variants 01.01.2010
in ischemic stroke.” Atherosclerosis, elseviedr Ireland LTD, IE
(01.01.2010) Vol. 208, pages 203-209.Todo el documento.

D02 WO 2007/086980 A2 (DUKE UNIVERSITY) 02.08.2007
D03 WO 2008/075977 A2 (SYNERGENZ BIOSCIENCE LIMITED) 26.06.2008

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente s olicitud de invencion ¢ onsiste e n u na c ombinacion d e pol imorfismos de nucledtido U nico ( SNPs) qu e
comprende rs2276109, rs10275136, rs310585 y rs5742912, indicativa del riesgo de un individuo de sufrir una enfermedad
neurovascular ( reivindicaciones 1-9, 33 -34), un m étodo par al a d eterminaciéon d e una pr edisposicion genéticaal as
enfermedades neurovasculares de un individuo, que comprende la deteccién de los alelos de la combinacion de SNPs
mencionada anteriormente (reivindicaciones 10-21, 35-36), el kit para realizar dicho método (reivindicaciones 22-29, 37-38),
yeluso delaco mbinacion ant erior enu nkitpar ad eterminar el riesgode unindividuo de su frir una e nfermedad
neurovascular o como herramienta de prueba genética para enfermedades neurovasculares (reivindicacion 30-32, 39-40).

El documento D01 divulga un estudio de analisis de 12 SNPs en una poblacién blanca que comprende pacientes con ictus
isquémico y controles sanos (ver todo el documento).

El documento D02 divulga determinados polimorfismos de nucleétido unico (SNPs) en el genoma humano asociados con
enfermedades vasculares, en particular la estenosis coronaria (ver todo el documento).

El d ocumento D03 divulga m étodos para la evaluacion d e trastornos va sculares, en particular, para el diagnéstico de la
enfermedad coronaria y el sindrome coronario agudo (ACS) mediante el andlisis de polimorfismos genéticos y la expresion
de los genes alterados (ver todo el documento).

1.- NOVEDAD (Art. 6.1 Ley 11/1986) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 Ley 11/1986)
Ninguno de los documento D01-D03 divulga una combinacién de los polimorfismos reivindicados en la presente solicitud de
invencion, Asi, la invencion reivindicada implica un efecto mejorado comparado con el estado de la técnica. Ademas, no se

considera obvio que un experto en la materia obtenga la invencion a partir de los documentos mencionados anteriormente.

Por tanto, las reivindicaciones 1-40 se consideran nuevas y no implican actividad inventiva en el sentido de los articulos 6.1
y 8.1 Ley 11/1986.
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