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Resumen

Introduccion: la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad compleja,
resultado de la combinacion de factores ambientales, genéticos y adquiridos. Se ha
convertido en una epidemia global, que contribuye significativamente a la morbi-
mortalidad prematura. Su heredabilidad es de un 70%; no obstante, los estudios
realizados s6lo han podido identificar una pequefia proporcién de este componente
genético. La cadena mitocondrial respiratoria (CMR) es esencial en el metabolismo
energético y en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS). Un mal
funcionamiento de este sistema biolégico parece estar implicado en la DMT2 y otras
alteraciones relacionadas (obesidad, hipertension). Sin embargo, s6lo se han
estudiado hasta el momento unos pocos genes de los que codifican proteinas de la
CMR.

Obijetivos: estudiar la posible asociacién entre genes pertenecientes a la CMR con el
riesgo de padecer DMT2, parametros relacionados, y otros desordenes asociados,
como la obesidad y la hipertension.

Metodologia:

Fase 1: anélisis de 96 polimorfismos localizados en 29 genes de la CMR en 3701
individuos (Estudios Pizarra, Segovia y Hortega), mediante la técnica SNPlex.

Fase 2: secuenciacion de los genes (exones y secuencias intrénicas contiguas)
asociados en la fase 1, por metodologia Sanger, en 50 controles y 50 casos.

Fase 3: estudio de las variantes identificadas en la fase 2, en las muestras incluidas
en la Fase 1, mediante secuenciacion de nueva generacion (NGS).

Fase 4. analisis de todos los polimorfismos previamente identificados con DMT2 y
parametros relacionados, en el estudio Di@bet.es, utilizando NGS.

Resultados: Se encontraron 17 asociaciones significativas de los polimorfismos
analizados en las distintas poblaciones analizadas, y para los distintos parametros
relacionados con la DMT2. Cinco polimorfismos pertenecientes a estas asociaciones
mostraron un comportamiento similar en la poblacidon de replicacion, y se han
validado sus efectos en el andlisis de la poblacion total de este trabajo. Las
asociaciones confirmadas al analizar la poblacion conjunta, han sido la asociacion de

SNPs del gen UQCRB y la glucemia en la poblacion femenina, del gen NDUFS3 y
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el riesgo de DMT?2 en obesos; mientras que en los individuos no obesos, han sido
las de los genes NDUFS2 y COX7C con la DMT2 y la del gen NDUFS5 con la
PAD.

Conclusiones: Hemos encontrado asociaciones relevantes de los genes de la CMR
con la DMT2 y parametros relacionados, como la obesidad y la hipertension. Estos
resultados se han replicado en las diferentes muestras que incluye el presente
estudio, lo que confirma la asociacion de la CMR con el desarrollo de la DMT2. Se
deberan realizar méas estudios para verificar estas asociaciones y conocer los
mecanismos por los que las diferentes variantes pueden actuar sobre el riesgo de
desarrollar DMT?2.



1. Introduccion

1.1 Diabetes Mellitus
1.1.1 Descripcion general y clasificaciones

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de desordenes metabdlicos que afecta
aproximadamente al 7-10% de la poblacién mundial y cuya frecuencia esta
aumentando de forma rapida en todo el mundo (Imam 2012, Danaei y Finucane et al
2011). Segun datos del International Diabetes Federation (IDF) del 2015, 415
millones de adultos sufren esta enfermedad (8.8% de la poblacién mundial), aunque
esta prevalencia no es homogénea (Figura 1). En Espafia, el estudio Di@bet.es ha
mostrado una prevalencia del 13.8 %, ajustada por edad y sexo (Soriguer et al 2012).
La diabetes esta caracterizada por la hiperglucemia crénica como manifestacion
clinica principal, aunque también se presenta en muchos casos asociada con
alteraciones del metabolismo lipidico, proteico y de carbohidratos. La
hiperglucemia, con el tiempo provoca dafio organico a diferentes niveles,
produciendo la disfuncion y el fallo de diferentes érganos, especialmente ojos, rifién,
nervios, corazén y vasos sanguineos. En comparacién con la poblacién no diabética,
los diabéticos poseen una expectativa de vida 7 afios menor, un efecto relacionado
directamente con las principales complicaciones de la enfermedad (Morgan et al
2000). Los pacientes con diabetes desarrollan complicaciones macro (enfermedad
coronaria arterial y periférica vascular entre otras) y microvasculares (nefropatias,
retinopatias y neuropatias periféricas) de forma mucho mas frecuente que en la
poblacién general. En todo el mundo, la DM es la mayor causa de enfermedad
coronaria arterial, amputaciones de miembros, enfermedad renal terminal y ceguera
(Murea et al 2012).

Segun las distintas etiologias que producen esta alteracion, se clasifica a la DM de la
siguiente manera (American Diabetes Association, 2012 y 2016):

o Diabetes Mellitus tipo 1 (DMTL): en el 90% de los casos se produce por
procesos autoinmunes que llevan a la destruccién de las células beta del pancreas y
finalmente a una deficiencia en la produccion de insulina. Representan un 5-10% del

total de los pacientes diabéticos.
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Esti d age-adj! d lence of diab in adults (20-79), 2015

Figura 1. Prevalencia de Diabetes indicada por paises. (IDF Diabetes Atlas, 7th edn. Brussels,
Belgium: International Diabetes Federation, 2015).

) Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2): es la forma mas frecuente de esta
enfermedad, representando alrededor del 80-90 % del total de las diabetes
diagnosticadas. La insulino-resistencia (RI) es la principal caracteristica de estos
pacientes, presentandose en un 90% de los casos, conjuntamente con una pérdida
progresiva de la secrecién de la insulina.

. Diabetes mellitus gestacional (DG): diabetes desarrollada por algunas
mujeres en el segundo o tercer trimestre de la gestacion. La hiperglucemia se
resuelve en la mayoria de las mujeres después del parto, si bien, haber padecido DG
es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de DMT?2 en el futuro.

. Otros tipos especificos de Diabetes:

. Endocrinopatias: ~ Acromegalia, Sindrome de  Cushing,

Feocromocitoma, hipertiroidismo, Glucagonoma, entre otros.

. Enfermedades del pancreas exocrino: pancreatitis, neoplasias,

hemocromatosis, fibrosis quistica, etc.

. Debidas a alteraciones genéticas



-Defectos en la funcion de las células beta del pancreas: Ciertas formas de la
diabetes estan asociadas a defectos monogénicos en el genoma, que hacen que las
células beta puedan sufrir una reduccion en su metabolismo, en su regeneracion, o
en el ndmero de estas células. La diabetes de la juventud de aparicion en la madurez
(MODY) es la mas representativa y puede ser producida por alteraciones en varios
genes. Ejemplos de éstas son las diabetes causadas por mutaciones en el gen HNF4a
(MODY1), GCK (MODY2), HNFla (MODY3), PDX1 (MODY4), HNFIf
(MODY5), NEUROD1 (MODY?®), siendo las tres primeras las mas frecuentes. Se
han descrito mas de 600 mutaciones diferentes a lo largo del gen GCK en el mundo
y mas de 200 en la region codificante y promotora en el gen HNF1a. Las variaciones
genéticas en el gen HNF4a son mas raras, hallandose hasta el momento s6lo unas 31
(Osbak et al 2009, Ellard y Colclough 2006, Vaxillaire et al 2012). Los defectos
genéticos en los genes INS, ABCC8 y KCNJ11 se encuentran en menos del 1% de
los MODY, y las de IPF1 y CEL son muy poco frecuentes. En el ADN mitocondrial
también se han visto alteraciones afectando la funciéon de las células beta,
provocando la llamada diabetes mitocondrial. Mutaciones en distintos genes que
codifican para proteinas nucleares, tales como factores de transcripcion, pueden
causar defectos en el desarrollo y en la funcidn pancreatica, provocando como
consecuencia una variedad de fenotipos que van desde la agenesia pancreatica con
diabetes neonatal e insuficiencia exocrina, hasta la diabetes de aparicion en la
adolescencia o en edad adulta. Otros niveles a los que se han encontrado defectos
monogénicos causantes de distintos tipos de diabetes son en la incorporacion de
glucosa en el organismo, el metabolismo celular, a nivel lisosomal y del reticulo
endoplésmico, sintesis y secrecion de insulina o diabetes autoinmune monogénica
(Schwitzgebel 2014). En la figura 2 se muestran a qué niveles pueden encontrarse
estas mutaciones en las células beta.

-Defectos en la accidén de la insulina: resistencia a la insulina tipo A, sindrome de
lipodistrofia, sindrome de Rabson-Mendenhall, Sindrome de Donohue
(Leprechaunismo).

-Sindromes genéticos asociados con diabetes: Sindromes de Down, de Turner, de

Klinefelter, de Wolfram, de Prader Willi, Porfiria, entre otros.



" Diabetes inducida por farmacos: glucocorticoides, hormona
tiroidea, diazoxida, agonistas B-adrenérgicos, pentamidina, etc.

" Infecciones: Cytomegalovirus, Rubeola congénita, etc.

. La diabetes latente autoinmune del adulto (LADA) es un tipo de diabetes
que ha generado controversia para ubicarla en la clasificacion general de la
American Diabetes Association (ADA). Este tipo de diabetes tiene un componente
autoinmune, ya que los pacientes presentan anticuerpos contra las células de los
islotes pancreaticos, pero a su vez tienen un fenotipo similar al de la Diabetes
mellitus tipo 2 (Naik et al 2009, Pollak et al 2012). Su aparicién es en edades
superiores a 35 afios y responden bien al tratamiento sin necesidad de insulina en la
primera etapa de la enfermedad. Se le ha dado el nombre de Diabetes mellitus tipo 1
de lenta progresién (Kobayashi et al 1993) o latente (Groop et al 1986) o también
diabetes tipo 1.5 (Palmer y Hirsch 2003).
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Figura 2. Esquema de una célula beta. Localizacion de los pasos en los que se han
identificado mutaciones que producen diabetes monogénicas (J Diabetes Investig. 2014;
5(2):121-33).

En la figura 3 se representan los porcentajes de los tipos mas frecuentes de diabetes.
La diabetes mellitus también puede clasificarse en primaria, cuando la causa es
genética o inmunoldgica y el dafio es directamente en la célula beta pancreética, o en

diabetes secundaria, si es producida por otras enfermedades que atacan al pancreas.
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Figura 3. Proporciones de las distintos tipos de diabetes. El grafico esta elaborado a partir de
los datos del ANDIS project (All New Diabetics in Scania, http://andis.ludc.med.lu.se) de
abril de 2012.

Desde un punto de vista genético, son tipos de diabetes primarias las diabetes
monogénicas, como la diabetes mitocondrial o las MODY; las diabetes
multifactoriales, que comprenden mayoritariamente a la DMT1 y 2; y las
ocasionadas por sindromes genéticos como los Sindromes de Down, Turner,
Klinefelter, Wolfram y Prader Willi (Murphy et al 2008). Las diabetes provocadas
por endocrinopatias o ciertos farmacos son ejemplos de diabetes secundarias (figura
4).

“* Diabetes monogénicas
= DMN

«  MoDY

= Mitocondriales

+* Diabetes multifactoriales
Primarias | = - DMT1

= DMT2
= LADA
= DG
% Di indrémi
Clasificacién o iabetes sindrémicas
de la Diabetes

\ «+ Enfermedades pancreaticas
+» Endocrinopatias
sec i — 2 ’ .
undarias “* Medicacion o productos quimicos

% Infecciones

Figura 4. Clasificacion de la diabetes en diabete?primaria y secundaria. DMN: Diabetes
mellitus neonatal.



1.1.2 Criterios diagndsticos de la diabetes

Segun las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la IDF
del 2006, los criterios diagnosticos para la diabetes e hiperglucemias intermedias
estan basados en los valores de glucemia en ayunas y en la prueba de tolerancia a la
glucosa. En el 2009, la IDF, la European association for the study of Diabetes
(EASD) vy representantes de la ADA recomendaron el uso de la hemoglobina
glicosilada AIC (HbA1C) para diagnosticar la diabetes, con un valor de corte del
6.5%. La determinacién de la HbAL1C debe hacerse a través de un método
certificado y estandarizado, por ejemplo, por el National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP) y por el Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT). En estos momentos este tipo de ensayos no estan ampliamente extendidos,
si no que se usan de rutina otros métodos no suficientemente fiables para propositos
diagnésticos, mas aln en ciertas regiones geograficas (American Diabetes
Association 2011 y 2014).

Los criterios mundialmente utilizados para diagnosticar la diabetes mellitus,
diferenciandola de otros tipos de alteraciones de la glucemia, son los indicados en la
tabla 1.

Diagnostico Glucemiaen Glucemiaalas 2 horas de | HbA1C
ayunas laPTG *

LR CEGWERUCEGEEN | < 7.0 mmol/l (126 >7.8mmol/ly<11.1
la glucosa (TAG) mg/dl) mmol/I (140 a 200 mg/dl)

Glucosa alterada en
ayunas (GAA)

Tabla 1. Criterios diagnosticos de alteraciones del metabolismo glucidico. PTG: prueba de
tolerancia a la glucosa, ingesta de una carga oral de glucosa de 75 g, y medicion de la
glucemia en ayunas a las 2 horas. La presencia de cualquiera de los 3 criterios nombrados en
la tabla es suficiente para diagnosticar Diabetes. *Si la glucemia a las 2 horas de la PTG no se
mide, no se puede excluir el diagnéstico de tolerancia alterada a la glucosa (TAG) y el
diagnostico de Diabetes no puede confirmarse. ** Esta determinacion debe realizarse usando
un método certificado y estandarizado por el NGSP o por el DCCT para utilizarse en el
diagnostico.




La ADA recientemente ha agregado como otro posible criterio diagnéstico de
diabetes mellitus, a la glucosa en plasma medida en forma aleatoria mayor a 11.1 1
mmol/l (200 mg/dl) en pacientes con sintomas clésicos o crisis de hiperglucémica
(ADA 2015).

Cuando el diagnéstico de la diabetes esta establecido, para poder clasificar el tipo de
diabetes que tiene el paciente, es necesario revisar la historia clinica y determinar
otros parametros bioquimicos. Distintas caracteristicas se deben tener en cuenta a la
hora de hacer la clasificacion de las diabetes mas comunes y de los MODY, por
ejemplo, como la edad de aparicion, presencia de obesidad, entre otras (Tallapragada
et al 2015).

1.2 Diabetes Mellitus tipo 2

1.2.1 Prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), antes también llamada diabetes no insulino-
dependiente, representa aproximadamente el 80-90% de los pacientes diabéticos en
todo el mundo. EI crecimiento en la poblacion mundial de la incidencia de esta
enfermedad, se debe en gran medida, al aumento en el consumo de dietas ricas en
grasas y en los bajos niveles de actividad fisica, lo que contribuye a una mayor
obesidad (Zimmet et al. 2001).

Mas de 330 millones de personas en todo el mundo padecen DMT2, 60 millones de

ellas pertenecientes a Europa (http://www.who.int/diabetes). En la mayoria de los

paises europeos se ha visto una prevalencia moderada, con menos de un 10 % en la
poblacién de menos de 60 afios y un 10-20 % en personas entre los 60-80 afios
(DECODE-Study-Group 2003). En Espafia, el Spanish Insulin Resistance Study
(SIRS) fue uno de los primeros en incluir participantes de varias ciudades espafiolas
(Arévalo, Talavera de la Reina, Guadalajara, La Corufia, Avilés, Vic, Alicante y
Mérida), hallando una prevalencia de DMT2 del 10,2% (segun criterios de la
organizacion mundial de la salud,OMS, 1999) en el 2001. Estudios regionales han
estimado sus prevalencias, encontrandose unos valores entre 10 a 15% en el 2007
(Valdés et al 2007). Ademés, se ha realizado un estudio comparativo de las


http://www.who.int/diabetes

prevalencias de algunas comunidades auténomas recopiladas en las encuestas
nacionales de salud (ENS) de 2001 y 2003 (Basterra-Gortari y Martinez-Gonzalez
2007). Canarias es la comunidad con mayor prevalencia de diabetes, seguida de
Andalucia y Baleares. Tomando Madrid como referencia, Canarias y Andalucia han
mostrado una prevalencia de diabetes significativamente superior a la de Madrid.
Por otro lado, La Rioja, Asturias, Navarra, Castilla y Ledn y Pais Vasco tienen una
prevalencia significativamente inferior. La encuesta europea de salud en Espafia
(2009 y 2014), confirma la existencia de esta distribucion en las comunidades
auténomas(https://www.msssi.gob.es/estadEstudios/estadisticas/EncuestaEuropea/E

nc_Eur_Salud_en_Esp_2014 datos.htm, Estrategia en Diabetes del Sistema
Nacional de Salud 2012). El estudio Di@bet.es es el primer estudio a nivel nacional
en Espafia que analiza la prevalencia de la diabetes y de alteraciones del metabolimo
de la glucosa en adultos (Soriguer et al 2012). En este estudio se ha visto que casi un
30 % de los participantes tienen alguna alteracion en el metabolismo de la glucosa,
con una prevalencia de DM, ajustada por edad y sexo, del 13.8 % en adultos.
Aproximadamente la mitad de estos pacientes no sabian que tenian la enfermedad. A
su vez, el 9.2 % de pacientes presentan TAG y un 3,4 % GAA. Este estudio ha
confirmado que la prevalencia de la DM aumentaba significativamente con la edad
(p<0.0001), y que es mayor en hombres que en mujeres (p<0.001). En el 2014, se
realiz6 un estudio de la prevalencia de la diabetes y de varias enfermedades
relacionadas, al comparar dicho parametro entre Andalucia y el resto de
comunidades auténomas, analizando los pacientes del estudio Di@bet.es (Valdés et
al 2014). La prevalencia de la diabetes es del 16.3% en Andalucia, mientras que en

el resto de Espafia es del 12.5%.

1.2.2 Fisiopatologia de la DMT2

La fisiopatologia de la DMT2 se centra en la insulina y los mecanismos por los
cuales los niveles de glucosa en sangre (glucemia) son controlados. Las células beta
pancreéticas sintetizan insulina sin tener en cuenta los niveles de glucosa sanguinea,
la almacena en vacuolas y es liberada frente a una elevacién de la glucemia. La

insulina es el principal regulador de la incorporacion de glucosa por las células vy,
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por tanto, de sus niveles en sangre. La insulina induce la conversion de glucosa en
glucdgeno, para su almacenamiento interno en el higado y en las células musculares
esqueléticas. Ademas, provoca la inhibicion de la produccion de glucosa en el
higado, y a nivel del tejido adiposo, actGa inhibiendo la lipdlisis en los adipocitos
(Figura 6).

Una caida de la glucemia provoca una disminucion en la liberacion de insulina y un
aumento de la liberacion de glucagén a partir de las células alfa pancreaticas,
estimulandose asi la conversion de glucogeno en glucosa (Lin y Sun 2010).

Un mecanismo importante para el desarrollo de DMT2 es la resistencia a la insulina
(RI). Esta se produce cuando las células presentan una respuesta reducida frente a la
accion de esta hormona, o hay ausencia de dicha respuesta. Por este motivo, la
célula beta debe aumentar la produccién y los niveles en sangre de insulina para
compensar la RI, y controlar asi los niveles de glucosa. La hiperglucemia, el exceso
de produccién de insulina y otros factores provocan estrés a nivel de las células beta.

4 Stycogenesis 4 Glucose uptake
Glycolysis Glucose utilzation

Insulin Normal

2, L W

AGlucose uptake
Glucose utilization
‘Llyovysls

Glucose

Pancreas

Glycogenolysis
Gluconeogenesis

3

Metabolic
Dysfunction

Figura 6. Patofisiologia de la hiperglucemia y del aumento de los &cidos grasos en circulacién
en la DMT2. (Biochim Biophys Acta. 2016, pii: S0925-4439(16)30187-9).

Dicho estrés puede alterar la produccion y la liberacion de insulina e, incluso,

provocar la muerte de estas células. Si se produce un exceso de muerte celular frente
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a la tasa de regeneracion, el pancreas dejara de producir suficiente insulina con el
tiempo; lo que termina provocando hiperglucemia y DMT2 (Ramalingam et al
2016). Los tres pasos claves en la aparicion de la DMT2 son los siguientes
(Stumvoll et al 2005):

= Accion alterada de la insulina

»  Produccion hepatica aumentada de la glucosa

= Disminucion de la secrecion de insulina

1.2.3 Factores que afectan el desarrollo de la DMT?2

La DMT2 es un desorden metabdlico que se produce al combinarse factores de
riesgo ambientales con una susceptibilidad genética de padecer dicha
enfermedad (figura 7). Dentro de los factores ambientales, podemos encontrar
factores no modificables, como la edad, grupo étnico, antecedentes familiares
de diabetes, y factores modificables, como lo son la obesidad o el sedentarismo.
La obesidad es sin duda el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de
DMT?2, seguido por la inactividad fisica (Perry et al 2002). Los factores
genéticos pueden influir directamente en la aparicién de la DMT2 o pueden

afectar a otros factores de riesgo como por ejemplo, la obesidad.

Susceptibilidad Factores
genética ambientales

Entorno Esti!o de vida
intrauterino +  Obesidad occidental y/o urbano
« T AGL
— +  Produccion anormal de
Variaciones || citoquinas y/o adipoquinas
epigenéticas

Disfuncién Respuesta
mitocondrial al estrés
Inflamacidn

¥

Disfuncién de Resistencia a la
las células beta insulina

2

DMT2

Figura 7. Factores de riesgo de la DMT2. Relaciones entre los distintos factores que influyen
en la aparicion de la DMT2. AGL.: acidos grasos libres. (Basado en el articulo de 2014,
World J Diabetes. 2014; 5(2):128-40).
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1.2.3.1 Factores genéticos de la DMT2

Se ha estimado que entre el 30% y el 70% del riesgo de padecer DMT2 puede ser
atribuido a factores genéticos (Poulsen et al 1999). Los parientes en primer grado de
pacientes con DMT2 tienen 3 veces mas riesgo de desarrollar esta enfermedad que
individuos sin historia familiar de DMT2 (Florez et al 2003). Este aumento del
riesgo, hallado en varios estudios familiares, puede no ser exclusivamente debido a
factores genéticos que supongan cambios en la secuencia del ADN (Ali 2013).
Parecen existir también procesos epigenéticos heredables y factores relacionados
con el embarazo y el entorno intrauterino que pueden modificar el riesgo de DMT?2
(Slomko et al 2012).

La naturaleza multifactorial de la DMT2 ha hecho que la identificacién de
variaciones genéticas relacionadas con ella sea un reto complejo. Los principales
métodos que pueden permitir identificar loci de susceptibilidad para una enfermedad
0 rasgos fenotipicos, han evolucionado rapidamente en los Gltimos afios. En un
principio, los andlisis de ligamiento en familias y los estudios de asociacion de genes
candidatos, han sido utilizados y se estan utilizando aln para este propdsito,
estableciéndose con ellos la importancia de los factores genéticos en la etiologia de
la DMT2 (Imamura y Maeda 2011). En los Ultimos afios, se han realizado estudios
de asociacién de genoma completo (GWAS) que abarcan el estudio de marcadores
genéticos a lo largo de todo el genoma. Inicialmente se realizaron en pequefias
muestras y, actualmente, se estan realizando con tamafios muestrales grandes.

La secuenciacién de nueva generacion (NGS) ha permitido el estudio del exoma y
del genoma, analizdndose asi de forma directa la secuencia genética.

Se han realizado, y se siguen haciendo, grandes esfuerzos para dilucidar la genética
de la DMT2 mediante las diferentes estrategias disponibles en cada momento,
aunque hace solo 10 afios que se han obtenido progresos sustanciales en la
identificacion de las variantes genéticas asociadas fuertemente con esta enfermedad
(Kato et al 2013). Pese a ello, atn no se ha identificado la mayoria del componente

genético de la DMT2, estimandose que falta por identificar el 85-90%.
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Estudios de ligamiento

Los estudios de ligamiento son Utiles para identificar loci de alta penetrancia y con
un modo de herencia conocido, pero no asi para identificar genes causales de
enfermedades complejas como la DMT2. Sélo dos genes han sido identificados por
ligamiento a pesar de todos los esfuerzos realizados en estudios sobre la DMT?2, el
gen de la calpaina 10 (CAPN10) y el del factor de transcripcién 7 like, 2 (T-cell
specific, HMG-box, TCF7L2). EI CAPN10 ha sido el primero en asociarse a DMT2
en esta clase de estudios, identificandose primero la regién ligada a DMT2 (Hanis et
al 1996) e confirmando posteriormente a este gen como el responsable de la
asociacion (Horikawa et al 2000). En estos momentos, la funcion de este gen en el
metabolismo de la glucosa y en la patogenia de la DMT2 es desconocida, a pesar de
que varios trabajos han confirmado su asociacion (Song et al 2004). TCF7L2 ha sido
identificado como gen de susceptibilidad de DMT2 en poblaciones danesas,
estadounidenses e islandesa, a partir de la fuerte asociacion de obtenida en estudios
de ligamiento del cromosoma 10q en una poblacién mejico-americana (Duggirala et
al 1999). Varios SNPs en este gen se han asociado con DMT2 en estudios GWAS en
diferentes grupos étnicos. La asociacion de TCF7L2 continGa siendo en estos
momentos la mas replicada a nivel mundial y es la asociacién mas fuerte encontrada

hasta el momento (Tong et al 2009).
Estudios de genes candidatos

En este tipo de estudios, se seleccionan los genes que por su funcién, pueden jugar
un papel en la patogénesis de la DMT2, mediante la presencia en ellos de variantes
genéticas. En general, se eligen genes involucrados en el metabolismo de la glucosa,
en la secrecion de insulina, en el metabolismo lipidico, en la sefializacion de la
insulina, genes relacionados con las terapias antidiabéticas, etc, todos ellos sistemas
relacionados con la DMT2. Los estudios de genes candidatos representan una de las
mejores herramientas para hallar asociaciones con enfermedades, dado que las
asociaciones encontradas pueden tener una base patogénica y funcional directa

(Brunetti et al 2014). Mediante esta aproximacion se han identificado
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principalmente 8 genes de gran relevancia: el gen que codifica para el receptor
gamma activado por el proliferador del peroxisoma (PPARG), el gen del sustrato del
receptor de la insulina 1y 2 (IRS1 y 2), el miembro 11 de la subfamilia J de los
canales potasio dependientes (KCNJ11), el gen de la wolframina (WFS), y los
factores nucleares hepaticos 1 homeobox A (HNF1A), B (HNF1B) y el 4 alfa
(HNF4A). Algunos de estos genes codifican proteinas que son la diana de farmacos
antidiabéticos: tiazolidinedionas y sulfonilreas actdan sobre PPARG y KCNJ11,
respectivamente (Ahlgvist et al 2011). KCNJ11 juega un papel importante en la
regulacion de la secrecion de insulina en las células beta (Hani et al 1998).
Mutaciones activadoras de su funciéon son causales de diabetes neonatal.
Polimorfismos del gen PPARG, especialmente Prol2Leu, provocan un aumento en
el riesgo de padecer diabetes de un 20% (Ruchat et al 2009). El sindrome de
Wolfram 1 se caracteriza por diabetes insipida y juvenil, entre otros fenotipos;
mutaciones en el gen WFS-1 lo causan, y ese gen ademas parece estar involucrado
en la funcidn de las células beta (Minton et al 2002). Los genes HNF1A, HNF1B y
HNF4A son genes causales de MODY vy juegan un papel importante en la
regulacion de las funciones metabdlicas hepaticas, en el desarrollo del higado y de
las células beta del pancreas. Se han encontrado variantes de estos genes que se
asocian con la disminucidn de la secrecién de insulina y con el aumento del riesgo
de padecer DMT2 en varias poblaciones, pero que no son causales de MODY
(Hegele et al 2003). En la figura 8 se enumeran distintos genes relacionados con el
metabolismo de la glucosa, asociados con DMT?2.

Estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)

Un avance importante en el entendimiento de las bases genéticas de la DMT2 se
produjo con la llegada de los GWAS (Voight et al 2011). Estos estudios se basaron
originariamente en la hipétesis de que el riesgo genético para enfermedades
complejas comunes es debido, normalmente, a variaciones comunes, es decir, que
tienen una frecuencia alélica mayor del 5 %. Con esta metodologia, estudiando en la
mayoria de los casos, variantes genéticas comunes a lo largo de todo el genoma, se

han identificado unos 70 loci de susceptibilidad para la DMT2 en poblaciones

15



europeas y asiaticas (Kato et al 2013). También se han descubierto mas de 40 de
estas variantes asociadas con distintos fenotipos o parametros asociados con la
DMT2. Estos estudios han permitido identificar genes y rutas involucrados en la
patogenia de la DMT2 de las que se desconocia su posible implicacion en esta
enfermedad (Pranavchand y Reddy 2016).

n'«DXD(J:\\ ll{'\qju“
A\ \J/\V/A\

MINRIB SLC2A2 ABOCS

Figura 8. Representacion esquematica de la célula beta del pancreas. Se indica con flechas el
mecanismo por el cual se secreta la insulina ante un exceso de entrada de glucosa a la célula.
Este se ve alterado por la presencia de variantes relacionadas con DMT2, reduciéndose la
secrecion de insulina. En blanco se representan los genes asociados con DMT2 (World J
Diabetes. 2014; 5(2):128-40).

Muchos de los loci hallados confirmaron los resultados que se habian encontrado en
los estudios de genes candidatos. Una gran cantidad de los polimorfismos asociados
con DMT2 estdn ubicados en regiones intrénicas, intergenicas, promotoras, u otras
zonas genodmicas que no pertenecen al exoma. Otros GWAS han identificado loci

asociados con pardmetros importantes para la aparicion y el diagnostico de la
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DMT2, como son la glucemia y la insulinemia en ayunas, la hemoglobina
glicosilada A1C (HbALC) sanguinea, la Rl y la TAG (Basile et al 2014). De esta
manera, se han identificado loci asociados con diferentes fenotipos clave en la
etiologia de la DMT?2: los relacionados con la secrecién de insulina, con la RI o con
la obesidad, entre otros (figura 9).

En el European Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI) han confeccionado un resumen detallado en su pagina web, de los
distintos estudios GWAS de DMT2 recopilados hasta el momento
(http:/lwww.ebi.ac.uk/gwas/search?query=type%202%?20diabetes).

A pesar de que se han hecho muchos hallazgos, los loci asociados en GWAS
representan una pequefia proporcion de la heredabilidad estimada, y la mayoria
tienen un efecto muy modesto sobre el riesgo de desarrollar la enfermedad, que va
de un 10 a un 15%.

Estos estudios pese al gran adelanto que han supuesto, presentan importantes
limitaciones como son la falta de poder estadistico para identificar variantes raras, la
gran cantidad de marcadores cuya asociacion es dudosa, y su elevado coste. Por otro
lado, muchos marcadores no han sido replicados en otros estudios y los riesgos

relativos encontrados son muy bajos.

Estudio de variantes raras

La falta de explicacion de la mayor parte de las bases genéticas de la DMT2
(Manolio et al 2009, Ali 2013), apoyan la idea de que las variantes raras (MAF <
1%) de alta penetrancia podrian estar contribuyendo al aumento del riesgo de
padecer enfermedades comunes como la DMT2 (Pritchard y Cox 2002).

Algunas plataformas para GWAS, recientemente han estado incorporando dentro de
sus marcadores, a variaciones con MAFs méas bajos, que llegan al 1%. Las mas
ampliamente utilizadas son las de Illumina para exoma o genoma completo

(www. lllumina.com/technigues/microarrays/human-genotyping.html).
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Figura 9. Esquema de los genes asociados en estudios GWAS, que se han relacionado con
otros parametros de la DMT2. Los genes subrayados en negro se han asociado ademas con
DMT2. FTG: glucosa plasmatica en ayunas; HbAlc: Hemoglobina glicosilada; HOMA-B:
modelo homeostatico de la funcion de las células beta (J Diabetes Investig. 2013; 4(3):233-
44).

Estos estudios pretenden identificar variantes de baja frecuencia con un gran efecto
sobre el riesgo de desarrollar DMT2, con el fin de facilitar la identificacion de los
mecanismos por los que modularia el desarrollo de la DMT2 (Steinthorsdottir et al
2014, Cirulli y Goldstein 2010).

Se han identificado variantes raras de los genes CCDN2, PAM and PDX1 asociadas
con la DMT2 (Steinthorsdottir et al 2014). Otro hallazgo interesante son las 12
mutaciones con pérdida de funcion del gen SLC30A8, que contribuirian a disminuir
el riesgo de DMT?2 (Flannick et al 2014).

La secuenciacion del exoma de PPARG de casos y controles de varios estudios
poblacionales y de varios grupos étnicos diferentes han permitido identificar
variantes raras asociadas a una disminucion de la actividad de la diferenciacion del
adipocito y un riesgo de DMT2 aumentado (Majithia et al 2014).

Si bien estas tecnologias pueden permitir identificar cambios genéticos que

contribuyan a la DMT2, sigue siendo un gran reto a nivel econémico, y obtener un
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tamafio muestral adecuado para la deteccion de variantes de baja frecuencia es

complicado.

Estudios de interacciones entre genes y factores ambientales

Ademas de lo ya indicado, hay que considerar mas factores que pueden modular el
riesgo de DMT2 como son las interacciones interacciones gen-gen y entre el
ambiente y las diferentes variantes. Su analisis podria ayudar a identificar nuevas
rutas con diferentes efectos sobre el riesgo de padecer DMT2. La identificacion de
loci asociados con esta enfermedad han dado pie a la realizacion de muchos estudios
para buscar interacciones entre esos loci y los factores de riesgo ambientales para la
DMT2 (Franks et al 2013 y Cornelis y Hu 2012). Una de las primeras publicaciones
de este tipo se centré en el gen de la dioxigenasa dependiente del alfa cetoglutarato
(FTO), el SNP rs9939609, relacionandolo con la actividad fisica (Andreasen et al y
Rampersaud et al 2008). En este estudio se observé que el efecto de esta variacion
de FTO sobre el indice de masa corporal (IMC) y sobre la acumulacién de tejido
adiposo es modificado por la actividad fisica. Sin embargo, otros trabajos han puesto
en duda estos resultados, debido al hallazgo de una influencia étnica y/o de la dieta
en ellos. Un primer estudio de la interaccion entre los loci asociados a la DMT2 y la
actividad fisica incluyd 17 loci, de los cuales uno, perteneciente al gen HNF1B,
interactuaba con el nivel basal de actividad fisica (Brito et al 2009). Se ha
encontrado un efecto de la ingesta de grasas y carbohidratos de la dieta sobre la
asociacion entre la variante rs10423928 del gen del receptor del polipéptido
inhibitorio géstrico (GIPR) y la DMT2 (Sonestedt et al 2012). Mas trabajos han
indagado en la interaccion entre genes relacionados con la DMT2 y el ambiente
(Cornelis et al 2009, Nettleton et al 2010 y Qi et al 2009) pero todavia quedan por
analizar muchas posibles interacciones entre factores genéticos y ambientales.
Varios estudios han demostrado que el efecto de algunas variantes genéticas sobre el
desarrollo de la DMT?2 difiere en base a la presencia o no de obesidad, (Perry et al.
2012 y Morris et al 2012, Wu et al 2014) o en funcion del género (Alkhalaf et al
2015).
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Epigenéticay DMT2

Grandes avances se han hecho en el estudio de la relacion de la epigenética con la
patogenia de la DMT2. Muchos factores ambientales que influyen de manera
decisiva en la aparicién de esta enfermedad son capaces de inducir también cambios
epigenéticos, que, al alterar la funcion de ciertos genes, podria llevar a la aparicion
de la DMT2. Por ejemplo, se sabe que el riesgo de desarrollar DMT2 va aumentando
con la edad, y de la misma manera lo hacen los errores en la metilacion del ADN,
por lo que éstos podrian contribuir a la DMT2 (Calvanese et al 2009). Varios
estudios han analizado el estado de metilacion de genes relacionados con la DMT2,
y con otro factor ambiental muy importante, la obesidad. Se han hallado variaciones
en el grado de metilacion en esos genes, asocidndolos con estas enfermedades
(Raciti et al 2015).

Cambios en el metabolismo de los grupos metilo, como el aumento de los niveles de
homocisteina, el consumo de dietas pobres en azufre que provocan aumento de
metionina y mayor sintesis de cisteina, y los polimorfismos en la metilen-
tetrahidrofolato reductasa, predisponen para el desarrollo de DMT2 (Wren y Garner
2005).

Los miARNs son esenciales para el normal desarrollo del pancreas y estan
implicados también en la diabetes y en la regulacién de la accion de la insulina (Poy
et al 2004, y Rottiers y Naar 2012). Una reciente revision detalla los estudios en los
cuales la expresion de diferentes miARNS esta alterada en distintos tejidos durante el
desarrollo de la diabetes (Guay et al 2011). Otros estudios muestran que ciertos
miARN estaban en niveles elevados en suero de pacientes con DMT2 y parecian
estar involucrados en la funcion celular y en la DMT2 (Kong et al 2011). Con la
inflamacién, la hiperglucemia y la lipotoxicidad como factores clave en la patogenia
de la DMTZ2, y como factores predisponentes de la disfuncion de la célula beta, los
miARN podrian explicar parte de la relacion entre el metabolismo graso alterado, la
hiperglucemia cronica, la inflamacidn (aumento de citoquinas pro-inflamatorias) y la

apoptosis de la célula beta (Gilbert y Liu 2012). Un ejemplo es el aumento del
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miARN codificado por el citomegalovirus humano aislado de plasma, HCMV-miR-
UL112 (Li 2011) que aumenta el riesgo de desarrollar DMT2.

1.2.3.2 Factores de riesgo de la DMT2

A continuacion se enumeran los factores de riesgo ambientales y adquiridos que
aumentan el riesgo de padecer DMT2:

= Grupo étnico

= Edad superior a 45 afios

= Antecedentes familiares de diabetes

= Diabetes durante un embarazo previo

=  Madre de recién nacido de mas de 4 kg

= Peso corporal excesivo (obesidad y obesidad central)

= Dieta alta en grasas

= Niveles sanguineos de triglicéridos >250 mg/dl vy
colesterol HDL < 35 mg/dl

» Hipertension arterial (PA superior o igual a 140/90
mmHg)

= Trastorno en la tolerancia a la glucosa

= Sedentarismo

= Sindrome metabdlico

=  Poliquistosis ovérica

= Acantosis pigmentaria

Ciertos grupos étnicos, como los afroamericanos, hispanos, asiaticos, nativos
norteamericanos y de las islas del pacifico sur, tienen un mayor riesgo de padecer
DMT?2, siendo éstos dos ultimos los de mayor riesgo entre todos (Wilson 2007,

http://www.who.int/genomics/about/Diabetis-fin.pdf).

En general, se sabe que con el aumento de la edad aumenta el riesgo de padecer
DMT?2. En personas mayores de 45 afios este riesgo es considerable, por lo que debe
controlarse el nivel de glucosa en la sangre al menos cada tres afios a partir de esa
edad.

El aumento de adiposidad es el principal factor de riesgo modificable de la DMT2,
correlaciondndose el aumento del IMC y de la obesidad con el riesgo de DMT2

(Cornelis y Hu 2012). Tanto los individuos de peso adecuado como los obesos, se
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benefician del efecto protector de la actividad fisica en la DMT2, lo que sugiere que
este otro factor es independiente del grado de sobrepeso. Una ingesta caldrica
excesiva y una dieta de baja calidad nutricional son otros factores independientes
importantes en el aumento de la DMT2.

La historia familiar de diabetes se ha asociado con una gran cantidad de desérdenes
metabdlicos asociados a la DMT2 y es un factor de riesgo para el desarrollo de la
DMT2 (InterAct Consortium. 2013). Este mayor riesgo de padecer DMT2 podria
estar mediado en parte por los componentes genéticos y ambientales que comparten
los familiares, pero los factores precisos que intervienen en el aumento de este
riesgo no se conocen exactamente. El riesgo de desarrollar DMT2 a lo largo de la
vida es de un 40% para individuos que tienen un padre con este tipo de diabetes,
mientras que sube a un 70 % si los dos padres son diabéticos (Tillil y Kobberling
1987).

Un factor, actualmente en discusion, es el papel que puede tener la contaminacion
(Murea et al 2012) en la aparicion de la diabetes. Existen datos epidemioldgicos de
gue una exposicion cronica a contaminantes organicos del suelo como los pesticidas
y herbicidas, altera al metabolismo glucidico e induce resistencia a la insulina. Una
relacion dosis-dependiente entre las concentraciones séricas de pesticidas organicos
y la prevalencia de diabetes ha sido demostrada con odd ratios (OR) de 11.5 (Lee et
al 2006). Por otro lado, la polucién aérea podria estar involucrada en la etiologia de
la DMT2 a través de mecanismos que incluyen el estrés oxidativo, inflamacidn,
disfuncién endotelial, disfuncién mitocondrial, entre otros (Rajagopalan and Brook,
2012 y Liu et al 2013), provocando un mal funcionamiento de la sefializacion de la
insulina (Xu et al 2013). El estudio “Air Pollution and Lung and Heart Diseases in
Adults, SAPALDIA” ha mostrado evidencias de que la exposicién de larga duracion
a contaminantes ambientales como PM10 (materia particulada con didmetro menor a
10 um) y el NO2 (didxido de nitrégeno) se asocian con DM a concentraciones por
debajo de las guias de calidad del aire (Eze et al 2014). Ademas, se han encontrado
relaciones entre metales como el arsénico, mercurio y el cadmio con la diabetes
(Kuo et al 2013), y otros elementos no metales como el selenio (Galan-Chilet et al,
2017).
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1.2.3.2.1 Obesidad

La obesidad (OB) es una condicion metab6lica caracterizada por un exceso de
acumulacion lipidica. La OB incrementa el riesgo de padecer DMT2 y enfermedades
cardiovasculares. Segun los criterios diagndsticos de la Organizacion mundial de la
salud (OMS), se diagnostica en presencia de un IMC mayor a 30 kg/m? El
sobrepeso se define segtin la OMS cuando el IMC esta en el rango de 25 a 30 kg/m?.
La prevalencia global de la OB se ha duplicado desde el afio 1980 al 2008 en el
mundo, con un valor del 13% en el 2014 (Stevens et al 2012,

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/es/). A su vez, el sobrepeso ha

pasado de ser de un 24.6 % en 1980, a un 39% en 2014. Los valores de prevalencia
de la OB varian entre los distintos paises y segun el sexo (figuras 10 y 11). En
Espafia, la prevalencia de la OB es del 17.3% en poblacion adulta (sin cambios en
poblacion masculina o femenina) segin datos de la OMS del 2010, y para el
sobrepeso, los porcentajes son del 57.9% en hombres y 49.8% en mujeres. En el
estudio de nutricion y riesgo cardiovascular realizado en Espafia (ENRICA), con un
total de 12.883 individuos, se ha hallado una prevalencia de OB del 22.9% (24.4%
en hombres y 21.4% para mujeres) (Gutiérrez-Fisac et al 2012). En otro estudio
espafiol, el ANIBES, se ha hallado una prevalencia de 19.9% para la obesidad,
siendo un 22.7 % en hombres y un 17.3% en mujeres (Lépez-Sobaler et al 2016).
Ademas, se ha realizado una comparacion de la prevalencia obesidad entre la zona
sur de Espafia (Andalucia), que presentaba un valor de 37.0%, y el resto del pais,
donde era un 26.6%, viéndose una diferencia significativa entre estas regiones
(\VValdés 2014).

La susceptibilidad de un individuo para presentar esta enfermedad esta determinada
por factores ambientales y genéticos. Un estilo de vida no saludable, caracterizado
por un consumo excesivo de alimentos e inactividad fisica, es un factor de riesgo
bien establecido para la aparicion de la OB (Temelkova-Kurktschiev y Stefanov
2012).
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Figura 10. Prevalencia de la Obesidad por paises, en hombres mayores de 18 afios.
(http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight/en/)
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Figura 11. Prevalencia de la Obesidad por paises, en mujeres mayores de 18 afios.
(http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight/en/)

El fuerte impacto de los factores hereditarios sobre el desarrollo de la OB se ha
confirmado a través de un gran nimero de estudios familiares, de adopcion y en
gemelos. En estudios de gemelos se ha demostrado que el 50-70 % de la variacidn
del IMC puede ser explicado por la genética (Stunkard et al 1986, Allison et al
1996). Ademas, estudios de adopcidén y familiares han mostrado una heredabilidad
de la OB en el rango del 20 a 60 % (Rice et al 1999, Stunkard et al 1986). Por otro
lado, existen formas de obesidad mono-oligogenéticas. Los genes en los que se han
encontrado mutaciones causales de OB son el de la leptina (LEP) (Montague et al
1997), Pro-opiomelanocortina (POMC) (Krude et al 1998), proproteina convertasa

24


http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight/en/
http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight/en/

subtilisina/kexina tipo 1 (PCSK1) (Jackson et al 1997), receptor de la melanocortina
4 (MC4R) (Farooqi et al 2003), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
(Gray et al 2006) y su receptor, tirosina quinasa B tipo 2 (NTRK2) (Yeo et al 2004).
La mayoria de estos genes estan involucrados en la regulacion del comportamiento
alimenticio (apetito), el balance energético y el peso corporal.

A partir de estudios de genes candidatos, se han hallado una gran cantidad de
asociaciones entre genes y OB, pero s6lo en algunos de ellos los resultados han sido
replicados en otros estudios o se han hecho con tamafios muestrales adecuados
(Karani et al 2010). Los genes cuyas variaciones se consideran en asociacion fiable
con OB son los siguientes:

= Adiponectina (ADIPOQ),

= Receptor p-adrenérgico 2 y 3 (ADRB2 y ADRB3),

=  Proteina de unién al nuclettido guanina, polipéptido b3 (GNB3)

= Receptor c2 de la serotonina (HTR2C)

= Miembro 1 del receptor nuclear de la subfamilia 3, grupo C (NR3C1)
= Leptina (LEP)

= Receptor de la leptina (LEPR)

= receptor activado por el proliferador del peroxisoma gama (PPARG)
=  Proteinas desacoplantes 1,2 y 3 (UCP1, UCP2 and UCP3)

= Receptor de la melanocortina 4 (MC4R)

=  Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)

=  Proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 1 (PCSK1)

=  Receptor endocanabinoide 1 (CNR1)

Como en la mayoria de las enfermedades complejas, varios GWAS han ayudado a
identificar una gran cantidad de variaciones asociadas con OB e IMC. Se han
identificado maltiples loci en estos Ultimos afios relacionados con ambos; como por
ejemplo el del gen 2 inducido por insulina (INSIG2) y el gen FTO asociado con OB
y masa grasa. Para el primero de ellos no se han obtenido a dia de hoy resultados
concluyentes. En cambio, FTO ha sido identificado como el gen mas
inequivocamente asociado con la susceptibilidad a la OB (Xia y Grant 2013).

En metaandlisis realizados por el Genetic Investigation of Anthropometric Traits
(GIANT) consortium, se han descubierto muchos genes asociados con IMC y/o OB,

tales como proteina transmembrana 18 (TMEM18), canal de potasio con dominio de
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tetramerizacién 15 (KCTD15), glucosamina-6-fosfato desaminasa 2 (GNPDA2),
proteina 1B con dominio SH2 (SH2BL1), transportador mitocondrial 2 (MTCH2) y el
regulador de crecimiento neuronal 1 (NEGR1). En la web del EMBL-EBI se
muestra un catalogo de los estudios GWAS recopilados hasta el momento para la
obesidad, y todos sus hallazgos (http://mwww.ebi.ac.uk/gwas/search?query=obesity).
Se han hecho célculos basados en los resultados de los GWAS que indican que
todavia faltan por identificar alrededor de 250 variantes frecuentes, con un efecto
similar a los SNPs hallados en los GWAS (Speliotes et al 2010). El reto actual esta
ademéas en entender los mecanismos bioldgicos de los loci asociados y como
confieren el riesgo para la OB.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es como influye la epigenética en el riesgo
de padecer enfermedades complejas como la OB y la diabetes. Se han empezado a
estudiar tres marcadores epigenéticos principales, y los mecanismos que pueden
estar actuando en el tejido adiposo y en la OB (Marti y Ordavas 2011). Estos
marcadores son la metilacion del genoma, cambios en la organizacién cromatinica a
través de modificacién de histonas, y los ARN no codificantes. Asi, diferentes genes
implicados en procesos relacionados con la obesidad son regulados por la metilacion
del promotor. Como ejemplo, el gen PPARG2 es desmetilado progresivamente en la
diferenciacion del adipocito, lo que provee evidencia de que la metilacién del ADN
influye en la expresion de genes especificos del adipocito (Fujiki et al 2009). Otras
técnicas, como el estudio de la secuencia del genoma completo tratado con
bisulfito, o la inmunoprecipitacion cromatinica seguida de secuenciaciéon masiva
(ChiP-Seq), serdn muy Utiles para encontrar mas detalles acerca de la metilacién en
relacion con enfermedades como la OB.

Existe una relacion importante entre una gran cantidad de loci de susceptibilidad a la
OB y el riesgo de padecer DMT2. El locus FTO se identifico por primera vez en un
GWAS de DMT?2, pero al ajustar los resultados segun el IMC la asociacién hallada
se perdi0, lo que indicaba que el IMC mediaba la asociacion de ese gen y la DMT2
(Frayling et al 2007). Otros loci que confieren susceptibilidad para la OB, como son
TMEM18, GNPDA2, NEGR1, ETV5, DGKG, BCDIN3D y FAIM2, también

presentan este comportamiento, muestran una asociacion evidente con la DMT2
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pero el IMC parece jugar un papel importante en la aparicién de esa asociacion
(Thorleifsson et al y Willer et al 2009).

1.2.3.2.2 Obesidad central

Ademés de la OB general indicada anteriormente, la distribuciéon de la grasa
corporal también influye en el riesgo de DMT2 y de otros fenotipos relacionados
con ella. El parametro mas empleado para caracterizarla es la circunferencia de la
cintura. Segun la IDF, se define la obesidad central o abdominal (OB Central)
cuando la cintura es mayor o igual a 94 cm en hombres y a 80 cm en mujeres. La
Adult Treatment Panel 111 (ATP I11) sin embargo, recomienda unos valores de corte
de cintura de 102 cm en hombres y de 88 cm en mujeres. La presencia de OB
Central es uno de los componentes principales para diagnosticar el sindrome
metabdlico (http://www.idf.org/webdata/docs/MetSyndrome FINAL.pdf).

La OMS ha publicado algunos estudios de la prevalencia de la OB Central, como
por ejemplo el realizado en Grecia, donde se hallaron un 54.3% de hombres y un
56.5% de mujeres que presentaban OB Central, utilizando los valores de corte de la
IDF  (http://www.euro.who.int/__data/assets/pdf file/0010/74746/E90711.pdf). En
Inglaterra, considerando los criterios de la ATP 11, se vio una prevalencia del 41,1%

en mujeres y del 31,1% en hombres. En Espafia, en el estudio ANIBES de 2016, se
encontré que el 24.6% de los hombres, y un 31.4 % de las mujeres tienen OB
Central (Lépez-Sobaler et al 2016). En la figura 12 se muestran las prevalencias de

OB Central ajustada por edad en Espafia (Gutiérrez-Fisac et al 2012).

1.2.3.2.3 Hipertension arterial

Cerca de mil millones de personas en todo el mundo padecen hipertension arterial
(HTA), con una prevalencia global del 22%. Esta enfermedad se diagnostica cuando
la presion arterial sistélica (PAS) es mayor a 140 mm Hg y/o la presién arterial
diastélica (PAD) es mayor a 90 mm Hg (International Consortium for Blood
Pressure Genome-Wide Association Studies et al 2011). La presion arterial se ve
afectada por factores ambientales y adquiridos, como son la edad, el sexo, el IMC, la

tolerancia a la glucosa alterada y el consumo de tabaco, y por factores genéticos.
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Figura 12. Variacion regional de los porcentajes de prevalencia de la obesidad abdominal
ajustada por edad en Espafia, para hombres y mujeres, periodo 2008-2010 (Obes Rev. 2012;
13(4):388-92).

Las prevalencias en hombres y mujeres obtenidas por la OMS varian segin los
paises (Figuras 13 y 14). La prevalencia de hipertension en mujeres es menor que en
hombres hasta los 55-64 afios, edad a partir de la cual se equipara con la de los
hombres, y empieza a aumentar a mayor velocidad. En la poblacién adulta espafiola,
la prevalencia hallada a través del estudio Di@bet.es fue del 42.6% (Menéndez et al
2016), siendo mayor en hombres (49.9%) que en mujeres (37.1%).

La HTA esta presente en mas de un 60 % de los pacientes con DMT2, siendo un
factor de riesgo para esta enfermedad. La prevalencia de la hipertension en pacientes
diabéticos ha sido descrita en varios estudios realizados en distintas regiones del
mundo (Colosia et al 2013). En pacientes diabéticos, las mujeres alcanzan la
prevalencia del hombre a la edad de 45-54 afios, una década antes con respecto a los
no diabéticos. Su desarrollo puede preceder y predecir la aparicion de la
hiperglucemia. Estas dos patologias afectan en general a los mismos 6rganos,
principalmente al &rbol vascular (Grossman y Messerli 2008). La presencia
simulténea de DMT?2 e hipertension acelera el desarrollo de la retinopatia diabética y
la aparicion de enfermedades cerebrales, asi como el riesgo cardiovascular en

general y la disminucion de la funcion renal.
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Figura 13: Prevalencias de presion arterial alta en mujeres mayores de 18 afios. Datos
obtenidos de la OMS 2014 (http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx).
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Figura 14: Prevalencias de presion arterial alta en hombres mayores de 18 afios. Datos
obtenidos de la OMS 2014 (http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx).

La tolerancia reducida a la glucosa y la presion arterial elevada estan fuertemente
relacionadas, siendo esta Gltima més frecuente en pacientes diabéticos (Ferrannini y
Cushman 2012). Un defecto compartido entre la DMT2 y la hipertension esencial o
primaria es la insulino-resistencia (Ferrannini et al 1987), que no esta descrita en
pacientes con hipertensidn secundaria a otras patologias. La posible relacion entre la
insulina y la presion arterial se podria explicar por las acciones vasculares de esta
hormona, que se resumen en la tabla 2. Por su parte, la OB es un potente factor

ambiental que influye tanto en el metabolismo glucidico como en la presion arterial.
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Acciones  potencialmente | Acciones potencialmente negativas de la
positivas de la Insulina Insulina

- --

Efecto Vasodilatacion; Proliferacion de las células musculares lisas;

fisiologico antiinflamatoria; vasoconstriccion; intervalo QTc extendido;
antitrombotica retencion de fluidos; protrombdtica

Tabla 2. Acciones vasculares de la insulina (Lancet 2012; 380(9841): 601-10)

Diferentes estudios han mostrado parte de la compleja arquitectura genética de esta
patologia poligénica (Simino et al 2012). Se ha asociado la variacion de la presion
arterial con genes tales como los que codifican para canales i6nicos o para
reguladores de estos canales, para la ruta de sefializacion del sistema aldosterona,
para la vasoconstriccion, y para la inflamacién, en estudios de genes candidatos.
También se han encontrado asociaciones entre varios genes codificantes para
enzimas antioxidantes (SOD3, CAT, GPX1, TXN) y la presién arterial, y el riesgo
de padecer hipertensién (Mansego et al 2011). Mas de cincuenta loci a lo largo de
todo el genoma se han asociado con la presion arterial y la hipertension en estudios
GWAS (Simino et al 2012), Estos se detallan en la figura 15. Actualmente se estan
desarrollando estudios mediante analisis del exoma para identificar variaciones
involucradas en fenotipos especificos | (base de datos RePORTER del National
Institute of Health, NIH). Un ejemplo podria ser el hallazgo de mutaciones en los
genes kelch-like 3 (KLHL3) y cullina 3 (CUL3) en un estudio del desorden
Mendeliano llamado Pseudohipoaldosteronismo tipo 2 (pacientes que presentan

hipertension esencial, hipercalemia y acidosis metab6lica).
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Figura 15. Manhattan plot de GWAS para PAS (a) y PAD (b). Los SNPs asociados
significativamente se muestran en naranja para PAS y en azul para PAD. El listado de los
polimorfismos asociados con ambos pardmetros se muestra a la derecha (c) (Nature. 2011;
478(7367):103-9).

A nivel epigenético, se han descrito MmIARN que actlan sobre el sistema
aldosterona-angiotensina-renina, sobre las células vasculares del mdsculo liso o
sobre genes de otras rutas involucradas en la hipertension esencial (Batkai y Thum
2012). Con respecto al estudio de la metilacion, en animales se han encontrado
modificaciones de la metilacion (Riviére et al 2011), y en las histonas del gen de la
enzima convertidora de la angiotensina 1(ACE) relacionadas con esta enfermedad
(Lee et al 2012). Su relacién con la disfuncion mitocondrial se ha demostrado en
varios trabajos, que vinculan al sistema renina-angiotensina y la deficiencia de
vitamina D (Manucha et al 2015) y a los productos ROS (Dikalov y Dikalova 2016)
con la hipertension.
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1.2.4 Tratamiento de la DMT2
La diabetes requiere un tratamiento médico continuo que va més alla del control
glucémico, debiéndose reducir al maximo los factores de riesgo ambientales para
minimizar las complicaciones a largo plazo de la enfermedad. La educacion de cdmo
debe manejarse el paciente en el dia a dia, y un fuerte apoyo psicoldgico son criticos
para prevenir episodios agudos y también las complicaciones futuras. Un buen
cribado, diagndstico y acciones terapéuticas en el momento adecuado, se sabe que
afectan favorablemente la evolucién del paciente diabético, por lo cual estos pasos
son muy importantes. Instaurar el tratamiento cuando antes es esencial para obtener
unos mejores resultados.
Hay ciertas entidades que realizan guias para orientar a pacientes, médicos e
investigadores acerca de la diabetes. Elaboran un resumen del manejo de la diabetes
con las practicas de mayor consenso en el mundo y dan herramientas para evaluar la
calidad del tratamiento recibido. La American Diabetes Association (ADA) ha
publicado la dltima edicion en 2015 de estas recomendaciones, que se pueden
modificar en funcidn del criterio médico para cada caso en particular (ADA 2015).
Se recomienda realizar una evaluacion médica completa del paciente en su visita
inicial, para clasificar su diabetes y detectar complicaciones. Si el paciente ya tiene
establecida la diabetes, es preciso revisar previos tratamientos, comprobar si estan
controlados los factores de riesgo y ver el nivel de dafio organico.
Lo primero que se debe modificar en estos pacientes son habitos como la nutricion,
la actividad fisica, el tabaquismo, dar apoyo psicosocial y evaluar la inmunizacion.
Para muchos diabéticos, la parte méas dificil del tratamiento es la dieta, que debe
ajustarse segun las necesidades de cada paciente, teniendo en cuenta los siguientes
objetivos:

e Alcanzar los niveles recomendados de glucemia, de lipidos en sangre, y de

presién arterial
e  Mantener un peso corporal adecuado

o Retrasar y prevenir las complicaciones de la diabetes
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Los tratamientos de las 2 formas mas comunes de la diabetes, la tipo 1 y 2, son muy
diferentes, debido a que las causas que producen la enfermedad difieren. En la
diabetes mellitus tipo 1, al producirse una destruccion de las células beta del
pancreas, la terapia de eleccion es la de sustitucién de la insulina, que esta en déficit.
Estos pacientes deben ser ensefiados a compatibilizar la dosis de insulina prandial
con la ingesta de carbohidratos, la glucemia preprandial y la actividad fisica. Es
preferible el uso de anélogos de la insulina, especialmente en casos de alto riesgo de
hipoglucemia. En general deben administrarse maltiples dosis de insulina, tres o
cuatro veces al dia.

En el caso de la DMT2, el punto de mira del tratamiento es la reduccion de la
hiperglucemia y controlar las enfermedades concomitantes, especialmente las
cardiovasculares (hipertension y dislipemias) y el dafio organico. Un cambio en el
estilo de vida, dieta y ejercicio, y una terapia farmacoldgica intensiva para bajar la
glucemia y para reducir factores de riesgo, disminuye los eventos cardiovasculares,
las tasas de muerte y la progresion a una enfermedad renal de estado terminal, como
asi también la retinopatia diabética. Se utilizan agentes farmacoldgicos como la
metformina, inhibidores de la alfa glucosidasa, orlistat y tiazolidinedionas. Con el
primero se ha demostrado muy fehacientemente que es un farmaco que previene la
diabetes. En la figura 16 se muestra el algoritmo que recomienda seguir en los
pacientes con DMT2 la IDF (https://www.idf.org/e-library/guidelines.html).

La hiperglucemia debe ser controlada a largo plazo a través de la medida de la
hemoglobina glicosilada (HbA1C) por lo menos 2 veces al afio, en pacientes con
diabetes. EI manejo de la hiperglucemia debe ser individualizado de acuerdo a la
duracién en el paciente de la DMT2, de la esperanza de vida, de la presencia de
enfermedades asociadas o complicaciones vasculares, del potencial para hacer
hipoglucemias, y otras caracteristicas especificas de cada paciente que puedan
afectar a la terapia.

La ADA y la EASD recomiendan unos valores de HbAL1C de 7 % en los pacientes

diabéticos, y la American association of clinical Endocrinologists (AACE) de 6,5%.
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IDF Treatment Algorithm for People with Type 2 Diabetes

Lifestyle measures Intemational

Then, at each step, if not to target [generally HbA, <7.0%)

Consider first line

Sulfonylurea
Metformin or
a- Blucosidase inhibitor

Consider second line

Metformin o~ Blucosidase inhibitor or
Sulfonylurea (if not first ine) or 2::;?:;::;:

Consider third line

Basal insulin a- Glucosidase inhibitor or
or ar DPP-4 inhibitor or or GLP-1 agonist
Pre-mix insulin Thiazolidinedione

Consider fourth line

Basal + Basal insulin, or
meal-time Pre-mix insulin

. = usual approach

. = alternative approach

ingulin [later basal + meal-time]

Figura 16. Recomendaciones para el tratamiento de la DMT2 segln la IDF, obtenidas del
Clinical Guidelines Task Force, Global Guideline for Type 2 Diabetes del 2012
(https://www.idf.org/e-library/guidelines.html).

Existen nuevas terapias que estan siendo evaluadas como posibles opciones de
tratamiento (Cornell 2015), como el tratamiento con los agonistas de receptores,
como los del receptor acoplado a proteina G119 (GPR119). Varios agonistas de
GPR119 ya estan en desarrollo como farmacos para la DMT2 (GlaxoSmithKline
2015). Este receptor se expresa predominantemente en las células beta del pancreas
y tracto gastrointestinal en humanos y su estimulacion lleva a un aumento de la
liberacion de insulina, GLP-1 y GIP. El receptor 1 de &cidos grasos libres (FFAR1)
se expresa principalmente en las células beta del pancreas y su activacion provoca
una secrecién de insulina inducida por acidos grasos libres, y estimulada por
glucosa. El activador de FFAR1 TAK-875 ha reducido significativamente la HbA1C

en un ensayo clinico (Burant et al 2012).
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Con respecto a la medicina personalizada en la diabetes mellitus, todavia se sigue
necesitando determinar la terapia apropiada para cada individuo, ya que un ndmero
significativo de tratamientos en monoterapia fallan después de 3 afios, y la
morbilidad y mortalidad contindan su curso en el paciente (Kleinberger y Pollin
2015). Por otro lado, las terapias inapropiadas pueden llevar al paciente a aumentar
el riesgo de eventos hipoglucémicos. El tratamiento especifico para cada enfermo
puede orientarse segin su genética, lo que podria, en muchos casos, disminuir el
numero de fallos terapéuticos y reducir las complicaciones asociadas a la diabetes.
Algunas formas monogénicas de diabetes como la MODY, presentan desde hace un
tiempo la oportunidad de tener una medicina personalizada. Saber si es MODY 1 0
3, es decir, hacer el diagndstico genético, ayuda a ajustar la dosis de la sulfonilurea a
utilizar, debido a que los pacientes que presentar una de estas 2 formas son
hipersensibles a este medicamento. En la diabetes mellitus neonatal (DMN), hay
una disminucion en la secrecion de insulina debido mas comUnmente a una
mutacion en el gen KCNJ11 o ABCC8. Muchos de estos bebés pueden ser tratados
satisfactoriamente con altas dosis de sulfonilureas y no con el tratamiento por
defecto para la diabetes neonatal, que es la insulina. Asi, los pacientes reciben una
terapia menos invasiva, mas barata y méas efectiva, poniéndose en menor riesgo de
hipoglucemia.

Existen ya numerosos estudios que permitirian mejorar el tratamiento en base a la
farmacogenética en la DMT2 (https://www.pharmgkb.org/). Sin embargo, la
metformina es el fArmaco mas ampliamente utilizado en estos pacientes a pesar de
su alta variabilidad de eficacia entre ellos. Aunque su mecanismo de accién no esta
del todo esclarecido, se ha identificado un SNP cercano al gen de la ATM serino-
treonina quinasa (ATM), que se asocia con una reduccion de la HbAlc en respuesta
a la metformina (van Leeuwen et al 2012). Se ha visto que mudltiples variantes
genéticas de un gen trasportador, el miembro 22 de la familia de transportadores de
soluto (SLC22A1), se asocian con una eficacia disminuida de este medicamento
(Tzvetkov et al 2009). Estos resultados podrian ser usados para predecir la eficacia
de esta droga en los pacientes antes de iniciar el tratamiento. Otros estudios han

encontrado asociaciones entre las sulfonilureas y la respuesta al tratamiento; en este
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sentido polimorfismos en los genes KCNJ11 y ABCC8 se han asociado con
alteraciones en la eficacia de las sulfonilureas, y un haplotipo de estos genes ha
demostrado ser menos sensible a la inhibicion de la sulfonilurea en anélisis de patch-
clamp (Becker et al 2013). Genes tan importantes en la DMT2 como TCF7L2 e IRS-
1 también se han relacionado con diferencias en la respuesta a la administracion de
esta medicacion. Ademas, se han hallado variaciones en las enzimas que
metabolizan la sulfonilurea que afectan a la eficacia de la droga, como variaciones
en el gen CYP2C9 (Holstein et al 2005). Del grupo de las tiazolidinedionas,
agonistas del PPARG, también se han encontrado variantes genéticas con mayor
predisposicion a efectos secundarios adversos. Otra medicacion antidiabética oral de
la que se han relacionado variaciones génicas con su eficacia, es la que actla a
través de la ruta de sefializacion de las incretinas, que incluye a los analogos de las
hormonas intestinales péptido 1 glucagon like (GLP-1) y péptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP), y a los inhibidores de la dipeptidil-peptidasa 4 (DPP-
4) (Jamaluddin et al 2014). Recientemente, los inhibidores del cotransportador
sodio-glucosa tipo 2 del tubulo proximal renal (SGLT2) han mostrado su eficacia en
el tratamiento de la DMT2 (Chao y Henry 2010, Fioretto et al 2015). EI mecanismo
de accién de estos inhibidores es impedir la reabsorcién de glucosa en el rifién,
aumentando asi su excrecién urinaria. El atractivo de estos farmacos es que actlian
de forma independiente de la insulina, pero su inconveniente es que dependen de la
filtracion de glucosa en el rifién. Cuando la velocidad de filtracion glomerular decae,
se reduce la cantidad de glucosa filtrada, disminuyendo la glucosuria y su eficacia.

La farmacogendmica en diabetes ha sido poco desarrollada hasta el momento.

1.3 Cadena mitocondrial respiratoria

1.3.1 Caracteristicas generales y mecanismo molecular

La cadena mitocondrial respiratoria (CMR) es un sistema bioldgico esencial en el
metabolismo energético. Esta involucrada en la produccién del ATP celular
mediante la fosforilacion oxidativa (OXPHOS), que realiza a partir de productos del

metabolismo de hidratos de carbono y lipidos. La CMR produce un gradiente de
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protones necesario para la sintesis de ATP. Este gradiente se genera a través de
cuatro complejos enzimdticos: I, Il, Il y IV. Estos transportan electrones de
moléculas donantes, como el NADH en el complejo | y FADH2 para el Il, hacia los
aceptores de electrones. Finalmente, en el complejo IV los electrones llegan a su
altimo aceptor que es el oxigeno molecular (Johannsen et al 2009). Todo este
proceso se realiza en la membrana interna mitocondrial.

La glucosa es metabolizada a piruvato y después a acetil-CoA y CO2 en la glicdlisis,
generando NADH + H*. Por otro lado, los 4cidos grasos son oxidados, dentro de la
mitocondria, a través de la B-oxidacion, para producir también acetil-CoA y NADH
+ H', ademas de FADH,. El acetil-CoA entra finalmente en el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA), en donde se obtienen los hidrogenos de los hidrocarbonos para
generar NADH + H*. Dos electrones son transportados desde cada molécula de
NADH + H" hacia la NADH Deshidrogenasa (complejo | de la CMR) o desde
enzimas que transportan FADH, como la succinato deshidrogenasa (complejo Il de
la CMR), para reducir la ubiquinona (coenzima Q10, CoQ) a ubiquinol (CoQH,).
Los electrones van de manera sucesiva desde el CoQH, al complejo 111 (complejo
bcl), citocromo c, citocromo ¢ oxidasa (complejo IV, COX), y finalmente al
oxigeno para dar H,O (figura 17, A). La energia liberada por este flujo de electrones
es utilizada por los complejos I, 11l y IV para bombear protones a través de la
membrana interna mitocondrial, creando asi un gradiente electroquimico de protones
(Wallace y Fan 2010). La energia almacenada en este gradiente es utilizada para
multiples propdsitos como para importar proteinas y calcio hacia la mitocondria,
para generar calor, y sobretodo para sintetizar ATP dentro de la matriz mitocondrial.
La ATP sintetasa (complejo V) usa la energia producida por el flujo de protones
hacia la matriz para convertir el ADP y Pi en ATP. Finalmente, el ATP de la matriz
se intercambia por ADP citosélico a través de traslocadores de nucleétidos de

adenina presentes en la membrana interna mitocondrial (Wallace 2007).
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A

Outer mitochondrial membrane

Intermembrane space

Inner mitochondrial membrane

Mitochondrial
matrix

NADH NAD* + H*

O,+e—»0. {Superoxide)

O, + NO—= ONOO - (Peroxynitrite anion)

0 -—20 4o (Hydrogen peroxide)

H,0, —=—a OH (Hydroxy! radical)
(Fenton)

Figura 17. Esquema del sistema de fosforilacion oxidativa (A) y la produccién de ROS (B) de
la CMR. (J Clin Invest. 2013; 123(3):951-7).

Ademas de su papel en la produccién de energia, la mitocondria es el principal
productor de especies reactivas del oxigeno (ROS) en la célula. Estas moléculas
estdn representadas fundamentalmente por el anién superdxido (figura 17, B).
Dentro de la cadena respiratoria, los complejos | y 111 son sus mayores productores.
(Kadenbach 2012). Se han implicado a los ROS mitocondriales en numerosas
enfermedades complejas, como las neurodegenerativas (Lin and Beal 2006), y en el
proceso de envejecimiento (Muller et al. 2007; Navarro y Boveris 2007; Bratic y
Larsson 2013). Hallazgos recientes sugieren que los ROS mitocondriales pueden ser
a su vez, componentes integrales de la sefializacion celular (Vandecasteele et al
2001; Logan y Knight, 2003) y de la muerte celular programada (Jones 2000; Youle
y Karbowski, 2005).

La mitocondria también actlia en otros procesos metabolicos, incluidos la biosintesis
de aminoacidos, cofactores de vitaminas y acidos grasos (Mackenzie y Mcintosh,
1999; Bowsher y Tobin, 2001), y es uno de los tres compartimentos involucrados en
la fotorespiracion (Douce and Neuburger, 1999).

La mitocondria posee de 2 a 10 copias de ADN circular de doble cadena que es

heredado de forma materna (Majamaa et al 1998). A pesar de contener su propio
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genoma, su sistema de transcripcion y su maquinaria de sintesis de proteinas, la
mayoria de los complejos enzimaticos de la CMR poseen polipéptidos que estan
codificados por el genoma nuclear, sintetizados en el citosol e importados a la
mitocondria (Logan 2006). EI ADN mitocondrial (mtADN) de los mamiferos
codifica para 2 ARNs ribosomales, 22 ARNs de transferencia (tRNA) y 13
proteinas. Estas Ultimas constituyen algunas subunidades de los complejos de la
CMR (7 del complejo I, 1 del complejo 111, 3 del complejo 1V, y 2 del complejo V).
La transcripcion y la traduccion mitocondrial difieren del mecanismo nuclear y
requieren mas de 100 proteinas codificadas por el ndcleo para poder llevarse a cabo.
A estas 100 proteinas hay que sumar otras 1000 sintetizadas a partir de genes
nucleares. Todas ellas son necesarias para sintetizar toda la maquinaria mitocondrial,
incluyendo los complejos de la cadena respiratoria. En la figura 18 se muestran
algunas de las proteinas involucradas en procesos mitocondriales. Las proteinas
nucleares deben ser transportadas hacia la mitocondria por un sistema de transporte
de proteinas muy sofisticado (Schmidt et al. 2010).

Chaperone Chaperones
Hsp70 Hsp70 Free radicals
DnaJ HSC70 Glutathion peroxidase
"4 mtGrpE, Glutathione reductase
4 \ SOD, VitE, Quinone

. ://\\/‘./1‘/_ ) ! Apoptosis
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TIM10 TOM34 3
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Figura 18. Esquema de algunas de las proteinas que actian en la mitocondria. SOD:
superdxido dismutasa; cytc: cytocromo c; ADNpol: ADN polimerasa; RNApol: ARN
polimerasa; VitE: vitamina E; AIF: factor de induccién de apoptosis (J Am Soc Nephrol.
2003; 14(12):2995-3007).

39



1.3.2 Cadena mitocondrial respiratoria y su relacién con la DMT2

En estas Gltimas décadas, la deficiencia en el metabolismo energético ha surgido
como una alternativa a la explicacion de la etiologia de algunas enfermedades
complejas. La OXPHOS provee energia a la mayoria de los tejidos y érganos, por lo
que una deficiencia de la CMR puede generar un amplio espectro de sintomatologia
y desordenes. Alteraciones del ADN mitocondrial y de genes implicados en el
funcionamiento de la mitocondria, involucran a este organulo en un amplio espectro
de enfermedades metabdlicas y degenerativas (Fosslien 2001; Munnich y Rustin
2001; Rétig y Munnich 2003; Wallace y Fan 2010). Mutaciones en genes nucleares
que codifican para subunidades de la CMR son causales de enfermedades tales como
el sindrome de Leigh o el paraganglioma (Zhu et al 2009). Algunas de estas
mutaciones inactivan los genes que intervienen en la OXPHOS (Procaccio y
Wallace 2004; Zhu et al 1998), desestabilizan al mtADN (Carrozzo et al 2007;
Kaukonen et al 2001; Palmieri et al 2005; Saada et al 2001) o perturban la fusion y
fision mitocondrial (Delettre et al 2000 y Zuchner et al 2004; Zhu et al 2009).
Ejemplos de estas variaciones y las enfermedades que producen se indican en la
tabla 3 (Rotig y Munnich 2003). En los afios 90, se incluy6 a la diabetes como uno
de los fenotipos de la enfermedad mitocondrial (Barrett 2001). En ciertos casos, la
diabetes es producida por mutaciones en el mtADN, pero también puede estar
asociada a desordenes mitocondriales, como la Ataxia de Friederich o la enfermedad
de Huntington (Schapira 2012), o como parte de una encefalopatia (MELAS).

La mitocondria juega un papel crucial en el mecanismo de sefializacion de la glucosa
implicado en la liberacion de insulina. Muchos defectos mitocondriales afectan a
este proceso, provocando una hiperglucemia persistente y una reduccion en la
liberacién de la insulina (Jitrapakdee et al 2010 y Barrett 2001). Los mecanismos
que se han asociado a la patogenia de la DMT2 incluyen una inadecuada funcién o
capacidad mitocondrial, una alteracién en la sefializacion de liberacién de insulina
debida a acumulacién lipidica celular, a sefiales proinflamatorias y a estrés del
reticulo endoplasmico, y una reducida secrecidn celular de insulina (Patti y Corvera
2010). La secrecion de esta hormona en respuesta a la elevacion de la glucemia post-

prandial depende de una secuencia de eventos metabdlicos, que incluyen el
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transporte de la glucosa a través del transportador GLUT2, la fosforilacion de la
glucosa por la glucoquinasa, la produccion de NADH y piruvato en la glicolisis, y la
estimulacion de la OXPHOS mitocondrial. En este Gltimo paso, el ATP producido se
eleva, lo que lleva al cierre de los canales de potasio ATP-dependientes. Entonces, la
membrana se despolariza y se abren los canales de calcio, provocando un aumento
intracelular de los niveles de este elemento que culmina en la secrecién de la
insulina. Si la disponibilidad de ATP es baja en las células beta, esto puede
comprometer a toda la ruta de secrecion de insulina en respuesta a las glucemias
elevadas (Gerbitz et al 1996).

Grane Function Enzyme Deficiency Clinical Features

Structural BC genes

FpSDH Complex II subunit SDH (complex IT) Leigh symdrome
NDUFFI Complex I subunit Complex I Leukodystrophy and myoclonic
epilepsy
NDUFSS Complex I subunit Complex I Leizh syndrome
AQDQ Complex I subunit Complex I hultivisceral mmvolvement
NDUFS7T Complex I subunit Complex I Leigh symdrome
NDUFSI1 Complex I subunit Complex I Leigh symdrome
NDUF¥F2 Complex I subunit Complex I Cardiomyopathy, encephalopathy
Genes involved m BC assembly
SURF1 COX assembly O3 Leigh syndrome
COXIo Heme maturation COX Tubulopathy and leunkodystrophy
SCo1 Copper metabolizm COX Hepatopathy and ketoacidotic
coma
SC02 Copper metabolizm COX Cardiomyopathy
COXTS Heme maturation Cardiomyopathy
LRPPRC O3 Leigh syndrome
BCSI Complex ITI Complex III Tubulopathy and Liver failure,
assembly GFRACILE syndrome
HsP&0 Chapercne Spastic paraplegia (SPG13)
apP4l Dryvnamin-related Dominant optic atrophy
protein
ABCT Iron carrier Sideroblastic anenia
frata=ine Fe-5 cluster RC deficiency Friedreich’s ataxia
assembly
D Copper- Wilson's disease
fransporting
ATPase
paraplegin Chapercne-like MMultiple Spastic paraplegia
protein deficiency
nope Mhitochondrial Deafness, dystoma, mental

mport machmery

Genes involved m mtDMNA stability

deficiency, and blindness

Thymidine MMultiple DA MMGIE
phosphorylase deletion
&5 Tafazzm MMultiple RC Barth syndrome
deficiency
Twinkle Multiple FEO
deficiency.
mtDMNA deletions
ANTI ADP/ATP FEO
translocator
POLG Polymerase PEO
TEZ Thyomdine kinase mtDMA depletion
DGUOE Decxyguanosine mtDMNA depletion

kinasze

Tabla 3. Genes nucleares implicados en desdrdenes mitocondriales. SDH: Succinato
deshidrogenasa; GRACILE: retardo de crecimiento, aminoaciduria, colestasis, sobrecarga de
hierro, lactoacidosis y muerte temprana; PEO: oftalmoplegia externa progresiva; MNGIE:
encefalopatia neurogastrointestinal mitocondrial; SPG13: paraplejia espastica; COX:
citocromo c oxidasa (J Am Soc Nephrol 2003; 14: 2995-3007).
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En este sentido, se ha encontrado un metabolismo anormal de la mitocondria, con
una masa mitocondrial reducida, presente en biopsias musculares e in vivo, en
pacientes obesos y con DMT2 (Ritov et al 2010). La reduccién de la masa
mitocondrial se ha asociado con una disminucién en un 20-30 % en la expresion de
los genes nucleares codificantes de subunidades de la OXPHOS (Patti et al 2003).
Hallazgos similares se han encontrado en las mitocondrias de los tejidos adiposo y
hepatico en pacientes (Martin y McGee 2013).

La disfuncion mitocondrial y la alteracion de los genes involucrados en la OXPHOS
estan relacionadas también con la Rl (Parish y Petersen 2005; Abdul-Ghani y
DeFronzo 2008). Existen mdltiples causas que pueden provocar un mal
funcionamiento mitocondrial (figura 19). Mutaciones en los genes mitocondriales
causadas por el envejecimiento o condiciones de estrés celular (sobrecarga de acidos
grasos libres, hiperglucemia) pueden ser mecanismos que contribuyen a la aparicion
de la insulino-resistencia y a otros desérdenes metabélicos (Kim et al 2008). Otros
factores genéticos que pueden influir en la contribucion del metabolismo
mitocondrial a la aparicion de la DMT2, son los relacionados con las enzimas de la
OXPHOS, vy la expresion de la quinasa 1 inducida por PTEN (PINK1), que estan
suprimidas en musculo de pacientes con DMT2 (Schiff 2009).

Polymorphism Overloaded FFA Hyperglycemia
L 1

1
ROS*
| J| 1
Mutationst Mitochondrial Biogenesis # Aging

L

p-oxidation § ROS ¢+ ATP 3

Insulin Resistance
Cardiovascular Diseases
Diabetes

Figura 19. Mecanismo de disfuncion mitocondrial. El exceso de nutrientes, aumenta la
produccién de ROS y reduce la biogénesis mitocondrial, causando alteraciones en la funcidn
mitocondrial. Entonces, se produce una disminucion en la p-oxidacion y en la produccion de
ATP, que junto con el aumento de ROS producen insulino-resistencia, diabetes y
enfermedades cardiacas. 2008 Feb 29; 102(4): 401-414.
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Mutaciones del mtADN, como la A3243G, son causales de diabetes en la poblacidn
general (Smith et al 1999, Maassen et al 1996 y Saker et al 1997). Esta mutacion se
ha descrito en familias con DMT2 de aparicion en adultos y con sordera neuro-
sensorial (Reardon et al y van den Ouweland et al 1992). La patogenia esta
relacionada con un fallo de la célula beta, con evidencia de reducida secrecién de
insulina en presencia de una sensibilidad a la insulina normal (Kadowaki 1994). La
misma mutacién puede resultar en un fenotipo menos comdn, la encefalopatia
mitocondrial con acidosis lactica y episodios similares a infartos (MELAS). Existen
otras mutaciones puntuales y delecciones asociadas con diabetes y sordera presentes
también en el gen de tRNA de la leucina (Morten et al y Moraes et al 1993, Suzuki
1996), ademas de las halladas en el gen del tRNA de la lisina (Kameoka et al 1998).
El mtADN posee una limitada capacidad de codificar proteinas, por lo que son los
genes nucleares los que hacen la mayor contribucion a la arquitectura, la biogénesis
y los sistemas metab6licos mitocondriales. Varias condiciones relacionadas con la
susceptibilidad a la insulino resistencia, tales como la OB, la acumulacién lipidica y
el envejecimiento, han sido asociadas con una reduccion en la expresién de genes de
la OXPHOS codificados en el ndcleo celular (Crunkhorn 2007 y Sparks 2005).
Modificaciones genéticas y epigenéticas podrian estar contribuyendo a la reduccién
de la expresién de genes de la OXPHOS en la insulino resistencia y la DMT2. Un
ejemplo es la expresion del gen COX7AL del complejo 1V, que esta reducida en los
pacientes con DMT?2, y cuya heredabilidad fue estimada en un 50-72% en gemelos
(R6nn T 2008). Este hecho indicaria una fuerte contribucion genética y ambiental
compartida en la familia. Patrones similares se han hallado en los genes NDUFBS,
perteneciente al complejo | (Ling 2004), y en ATP50, que codifica para un
componente de la ATP sintasa (R6nn 2009). Debido a que se ha visto un incremento
de la metilacién del ADN de forma paralela a la disminucion de la expresion en
ciertos genes como COX7Al, NDUFB6 y ATP50, mecanismos epigenéticos
podrian también estar involucrados en la reduccion de la expresion de genes de la
OXPHOS en la insulino resistencia (Ling 2007, Ling y Groop 2009).
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A pesar de la importante relacion entre la CMR y el metabolismo energético, este
altimo muy afectado en la DMT2, no se han realizado muchos estudios de
asociacion de genes pertenecientes a este sistema bioldgico y la DMT2 (Rénn 2009
y Ling 2007). Se han hallado asociaciones entre la DMT2 y polimorfismos de genes
nucleares cuyas proteinas regulan la funcién mitocondrial, como son el coactivador
1 del receptor gama activado por el proliferador del peroxisoma (PPARGC1A) y el
factor 1 nuclear respiratorio (NRF1) (Ek et al 2001, Hara et al 2002 y Cho et al
2005), genes que regulan la expresion de los genes mitocondriales. Estudios GWAS
recientes, tales como el llamado Diabetes Genetic Initiative (DGI), han contribuido a
dar nuevos conocimientos de la naturaleza de los factores genéticos involucrados en
la DMT2 (Saxena et al 2007 y VVoight et al 2011). En el trabajo de Olsson et al del
2011 se examinaron los resultados del DGI seleccionando sélo los polimorfismos de
genes nucleares codificantes para la CMR, para encontrar asociacion con éstos y la
secrecion de insulina. Incluyendo los SNPs con una frecuencia del alelo minoritario
(MAF) mayor que 0.05, se ha encontrado asociacion entre la secrecion de insulina
estimulada por glucosa durante la prueba de tolerancia a la glucosa (PTG),
representada con el indice insulinogénico, y 9 SNPs de 6 genes de la CMR. Dos de
estas variaciones, pertenecientes a los genes COX7A2 (rs1323070) y NDUFC2
(rs606164), se estudiaron en otra poblacién y sus asociaciones se replicaron,
confirmando su relacion con la secrecion de insulina, y su posible influencia en el

riesgo de padecer DMT2.
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2. Hipotesis

La cadena mitocondrial respiratoria es el principal productor de ATP y de ROS en la
célula. Por ello, aporta la energia necesaria para el funcionamiento celular y es un

importante regulador del estrés oxidativo.

La DMT?2 es una enfermedad metabdlica muy compleja, de la cual queda mucho por
dilucidar en relacion a las alteraciones de complejos biologicos involucrados en su
aparicion. En esta patologia existe una desregulacién del metabolismo energético, a
nivel mitocondrial, de la produccion de ROS y del envejecimiento celular. Ademas
de la diabetes, la hipertension y la obesidad se han asociado con la disfuncion

mitocondrial, pero se desconocen las bases moleculares de estos hallazgos.
En base a todo lo anterior, nuestra hipotesis es:

Alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial pueden estar involucradas en el
desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 a través de un efecto directo, o al actuar
sobre factores de riesgo que influyen en esta enfermedad. Asi, variaciones en los
genes que codifican las proteinas implicadas en dicha cadena pueden modular su

actividad y, por tanto, contribuir al riesgo de desarrollar DMT2.
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3. Objetivos

- ldentificar genes pertenecientes a la cadena mitocondrial respiratoria que
muestren una posible asociacion con el riesgo de padecer DMT2 y otros
desérdenes relacionados, como la obesidad y la hipertension arterial, en la

poblacidn espafiola.

- Estudiar la asociacion de los polimorfismos de los genes indicados, y
parametros antropométricos y clinicos (indice de masa corporal,

circunferencia de la cintura, glucemia).

- Analizar los diferentes marcadores en los parametros anteriores, en
subgrupos de la muestra, separados por sexo y por presencia/ausencia de

obesidad.

- Verificar los hallazgos obtenidos en el estudio preliminar, estudiando otra

muestra representativa de la poblacién espafiola: el Estudio Di@bet.es.
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4. Metodologia

4.1 Diseiio de la tesis

En este trabajo se incluyeron las tres poblaciones generales descritas a continuacion,
para poder realizar una primera aproximacion al estudio de las asociaciones entre
genes de la CMR y la diabetes mellitus tipo 2 a nivel poblacional. Para ello, se
realizé el genotipado de distintos polimorfismos de los genes de interés, en la
muestra total. Evaluando las asociaciones obtenidas, se seleccionaron genes cuyos
SNPs se asociaban con DMT2 y parametros relacionados, para su estudio posterior
mas a fondo, mediante la secuenciacion de sus promotores y exones. A
continuacion, se realizé el genotipado de todos los SNPs asociados con DMT2, OB
y HTA en otra poblacién general, para replicar en ella las asociaciones halladas
previamente. Finalmente, las variantes replicadas se analizaron en la poblacion total
de este trabajo, para validar los hallazgos. Un esquema de las distintas fases

realizadas en este trabajo se muestra a continuacion:

Fasel: Asociacion Fase2: Indetificacion de Fase3: Estudio de las
de genes de la marcadores genéticos variantes asociadas en
CMR con la DMT2 ‘ presentes  en  genes ‘ la fase 2, en la
y parémetros asociados con DMT2 y poblacioén de la fase 1
relacionados OB

Fase4: Replicacion de todas las
asociaciones halladas, en otra
poblacién general. Andlisis de los
hallazgos replicados, en la poblacién
conjunta de fase 4 y 1
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4.2 Descripcion de las poblaciones analizadas

Todos los individuos incluidos en las poblaciones analizadas en el presente trabajo
dieron su consentimiento para participar en los estudios y los protocolos fueron

aprobados por los correspondientes comités éticos.

4.2.1 Poblacién General del Estudio Hortega

La zona en la que se reclutaron los sujetos para el estudio Hortega se localiza en el
centro de Espafia. Se seleccionaron individuos al azar de las bases de datos publicas
de diferentes registros locales de la provincia de Valladolid, cuya capital posee
214.445 habitantes segun el Instituto Nacional de Estadistica (datos oficiales del
2005). La poblacion general que se obtuvo incluye a participantes de edades
comprendidas entre los 14 a 85 afios. Las personas seleccionadas fueron invitadas a
participar en el estudio en dos fases: primero se les envid por correo un cuestionario
acerca de factores cardiovasculares, y después se seleccionaron al azar 1500
individuos de los que respondieron a ese correo. Si el contacto no se establecia o el
individuo se negaba a participar, el investigador podia invitar a un reemplazo
individual de una lista de reserva confeccionada al azar. El treinta y dos por ciento
de los sujetos contactados inicialmente fueron sustituidos.
El reclutamiento de esta poblacién se llevé a cabo en el Servicio de Medicina
Interna del Hospital Universitario del Rio Hortega en Valladolid. El trabajo fue
dirigido por el doctor Juan Carlos Martin Escudero y en él participaron un
importante nimero de facultativos (Mena-Martin et al, 2003).
Los criterios de exclusion fueron:
e presencia de enfermedades o trastornos graves que pudieran influir en la
recopilacién de informacion fiable
e cualquier condicion social o mental que pudiera complicar o impedir la
participacion del sujeto en el estudio

Este estudio se llevd a cabo gracias a la concesion del proyecto “Estudio Hortega”
financiado por fondos publicos (Consejeria de Sanidad y Bienestar Social de la Junta
de Castillay Ledn, Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid y Hospital

Universitario del Rio Hortega).
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4.2.2 Poblacién General del Estudio Pizarra

El estudio Pizarra se realiz6 en la poblacion con este mismo nombre perteneciente a
la provincia de Malaga, con un total de 6600 habitantes (Instituto Nacional de
Estadistica, datos oficiales del 2002). 1.226 personas fueron seleccionadas al azar
del registro municipal, e invitadas via correo a acudir al centro de salud local méas
cercano para realizarse un examen médico. A las personas que no contestaron se les
mando una carta citdndolas de nuevo y, por Gltimo, fueron contactadas en sus casas
si no se tenia contestacion. El rango de edades de los individuos reclutados fue de 18
a 65 afios (Soriguer-Escofet et al, 2002).
Los criterios de exclusion fueron:

e personas hospitalizadas

e presencia de problemas médicos severos o trastornos psicoldgicos

e mujeres embarazadas
La participacion final fue del 78,5% vy la distribucion por edad y sexo fue similar a la
de la poblacién total de Pizarra (Instituto de Estadistica de Andalucia, Sistema de
informacion municipal de Andalucia, Junta de Andalucia).
Este estudio se realiz6 con las ayudas del Fondo de Investigacion Sanitaria (98/0475
and 95/1676), Junta de Andalucia (6/98), del Fondo Europeo de Desarrollo Regional
(IFD 97/0718) y de la Asociacion Europea Maimdnides.

4.2.3 Poblacion General del Estudio Segovia

En este estudio se invitd a participar de manera aleatoria a personas de areas rurales
(poblaciones con 5.000 o menos residentes permanentes) y urbanas de la provincia
de Segovia. Segun los datos del censo de 2001 (Instituto Nacional de Estadistica), la
poblacion de Segovia era de 147.694 habitantes, de los que 63.417 tenian entre 35 y
74 afios. Una muestra de 2.992 individuos en ese rango de edades se obtuvo a partir
de la base de datos proporcionada por el Servicio Regional de Salud mediante sus
correspondientes tarjetas sanitarias. Todos los individuos recibieron informacién
personalizada explicando el objetivo del estudio y solicitando la participacion

voluntaria. En caso de que no hubiera respuesta, se procedid a establecer contacto
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telefonico para confirmar o no la participacion del individuo invitado. Se reclutaron
1.166 sujetos de los cuales se excluyeron 133 segun los siguientes criterios:

e presencia de diabetes tipo 1

e padecimiento de insuficiencia cardiaca o hepatica manifiesta

e cirugiaen el afio previo

e variacion del peso superior a 5 kg en los 6 Gltimos meses

e hospitalizacion (sujeto ingresado por cualquier razén en un centro

hospitalario en el momento de la invitacion a participar)

Unos 224 individuos rehusaron entrar en el estudio por diversas razones personales.
Por consiguiente, un total de 809 individuos completaron el estudio.

Quince centros de atencion primaria de la provincia de Segovia participaron en este
estudio (Martinez-Larrad et al, 2005). Este trabajo ha sido subvencionado
parcialmente a través de una beca de investigacion de Laboratorios E. Lilly Co.
Espafia y Bayer AG, Espafia, y por los proyectos FEDER 2FD 1997-2309, FIS
03/1618 y el 03/08 de la Red de Centros RCMN.

Posteriormente, este estudio se ampli6 hasta llegar a un total de 1241 individuos.

4.2.4 Poblacién General del Estudio Di@bet.es

Entre el 2009 y 2010 se realiz6 en Espafia, un estudio poblacional a nivel nacional
sobre la prevalencia de Diabetes y alteraciones del metabolismo glucidico al que se
llamé Di@bet.es (Soriguer et al 2012). Dicho estudio incluyd muestras aleatorias
representativas de la poblacion espafiola, en 100 centros de salud. EI 55,8% de los
pacientes adultos dio su consentimiento para participar. De ellos, un 9,9% fueron
excluidos del protocolo siguiendo los siguientes criterios:

-menores de 18 afios

-enfermedad severa

-embarazo o parto reciente

- hospitalizacion

De esta manera, se obtuvieron 5072 individuos adultos, un 41,6% hombres y un
58,4% mujeres. El estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion clinica
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del hospital Carlos Haya, asi como de otros comités de ética e investigacion clinica
regionales de Espafia, obteniéndose un consentimiento por escrito de todos los
participantes.

Este estudio fue una iniciativa conjunta de CIBERDEM, la Sociedad Espafiola de
Diabetes (SED) y la Federacion Espafiola de Diabetes (FED) (actualmente disuelta),
con el objetivo de proporcionar un conocimiento exhaustivo de la epidemiologia de
la diabetes mellitus tipo 2 en Espafia (http://www.ciberdem.org/programas-de-

investigacion/proyectos/estudio-di-betes).

4.3 Medidas Bioquimicas

De las poblaciones en estudio en este trabajo, a excepcién del Estudio Hortega, se
obtuvieron muestras de sangre periférica, tras al menos 12 horas de ayuno, para
realizar la determinacién de valores plasmaticos de parametros bioquimicos
relevantes en los desérdenes metabodlicos de interés (glucemia, perfil lipidico, entre
otros). Las muestras se procesaron en el laboratorio del centro hospitalario
correspondiente, mediante los procedimientos de rutina, sometidos a estrictos
controles de calidad.

En el caso del Estudio Hortega, las muestras de sangre se obtuvieron en cualquier
momento del dia seglin la disponibilidad de pacientes y del equipo investigador.
Tras la realizaron de los correspondientes analisis, en aquellos pacientes en los que
se detectd una alteracion en los niveles de glucosa, se realizaba un segundo anélisis
en ayunas (superior a 12 horas) y sobrecarga oral de glucosa para determinar la

presencia o no de diabetes o metabolismo alterado de glucosa.

4.4 Fase 1: Estudio de los polimorfismos de la CMR

4.4.1 Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

A partir de las muestras de sangre obtenidas, se aislaron las células nucleadas por
centrifugacion (1000 r.p.m. durante 15 min. a 4 °C) recuperandolas del pellet (buffy
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coat). A continuacion, se realizo la extraccion de ADN de esas células mediante un
método comercial estandarizado utilizando el robot Chemagic Magnetic Separador
Modulel (Chemagen, Baesweiler, Germany), que permite la extraccion
automatizada de ADN a partir de 1-10 ml de sangre total o de un pellet de células. El
robot utiliza un sistema de particulas magnéticas que permite obtener gran cantidad
de ADN vy de elevada pureza. Normalmente, a partir de 1 ml de pellet de células se
obtienen unos 200 pg de ADN.

4.4.2 Seleccion de las variantes genéticas

Se realizaron diversas bisquedas bibliograficas en distintas base de datos (Véase
Bibliografia) de las asociaciones entre genes de la CMR, la DMT2 y desordenes
relacionados, centrandonos en las relacionadas con aspectos genéticos y genomicos.
Se seleccionaron genes que codificaban para distintas subunidades de la CMR, de
manera que representaran a varios de los componentes de este sistema codificados a
partir de genes cromosémicos. Se elaboré una lista de 29 genes candidatos (Tabla 4)
a partir de los cuales se eligieron un total de 96 polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) para ser genotipados en las poblaciones de los Estudios Pizarra, Hortega y
Segovia. En el Anexo | se puede obtener una descripcién detallada de los

polimorfismos seleccionados.

HGNC Nombre HGNC Ensembl 1D Ubicacion Ndmero
Simbolo release 42 de SNPs
por gen

BCS1L BC1 (ubiquinol-cytochrome ENSG00000074582 | 2033 219232623- 3
¢ reductase) synthesis-like 219236410

COX8C cytochrome c oxidase ENSG00000187581 | 14¢32.13 92883290- 1
subunit 8C 92884453

COX4l1 cytochrome c oxidase ENSG00000131143 | 16q22- 84390697- 2
subunit IV isoform 1 qter 84398109

COX5A cytochrome c oxidase ENSG00000178741 | 15¢24.1 72999672- 5
subunit Va 73017438

COX5B cytochrome c oxidase ENSG00000135940 | 2cen-q13 97628953 2
subunit Vb 97631086

COX6A1 | cytochrome c oxidase ENSG00000111775 | 12g24.2 119360287- 4
subunit Vla polypeptide 1 119362915
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COX6A2 | cytochrome c oxidase ENSG00000156885 | 16p 31346556-
subunit Vla polypeptide 2 31347222

COX6B1 cytochrome c oxidase ENSG00000126267 | 19913.1 40830995-
subunit Vib polypeptide 1 40841523

COX6B2 | cytochrome c oxidase ENSG00000160471 | 19q13.42 60552888-
subunit VIb polypeptide 2 60557994
(testis)

COX6C cytochrome c oxidase ENSG00000164919 | 8g22-g23 100959548-
subunit Vic 100975071

COX7Al1 | cytochrome c oxidase ENSG00000161281 | 19q13.1 41333664-
subunit VIla polypeptide 1 41335611
(muscle)

COX7A2 | cytochrome c oxidase ENSG00000112695 | 6q12 76004111-
subunit VIla polypeptide 2 76023212
(liver)

COX7B2 | cytochrome c oxidase ENSG00000170516 | 4p12 46431601-
subunit VI1b2 46606009

COX7C cytochrome c oxidase ENSG00000127184 | 5q14 85949540-
subunit Vlic 85952337

GDF9 growth differentiation factor ENSG00000164404 | 5g31.1 132224772-
9 132230228

NDUFS1 | NADH dehydrogenase ENSG00000023228 | 2q33-g34 206696080-
(ubiquinone) Fe-S protein 1, 206732432
75kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

NDUFS2 | NADH dehydrogenase ENSG00000158864 | 1q23 159435729-
(ubiquinone) Fe-S protein 2, 159450806
75kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

NDUFS3 | NADH dehydrogenase ENSG00000213619 | 11p11.11 47557208-
(ubiquinone) Fe-S protein 3, 47562689
75kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

NDUFS4 | NADH dehydrogenase ENSG00000164258 | 5q11.1 52892242-
(ubiquinone) Fe-S protein 4, 53014922
75kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

NDUFS5 | NADH dehydrogenase ENSG00000164258 | 1p34.2- 52892242-
(ubiquinone) Fe-S protein 5, p33 53014922
75kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

NDUFS6 | NADH dehydrogenase ENSG00000145494 | 5p15.33 1854509-
(ubiquinone) Fe-S protein 6, 1869161
75kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

NDUFS7 NADH dehydrogenase ENSG00000115286 | 19p13.3 1334906-
(ubiquinone) Fe-S protein 7, 1346583
75kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

NDUFS8 | NADH dehydrogenase ENSG00000110717 | 11913 67554670-
(ubiquinone) Fe-S protein 8, 67560686

75kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000115286;r=19:1334906-1346583
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000115286;r=19:1334906-1346583
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000110717;r=11:67554670-67560686;t=ENST00000313468
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000110717;r=11:67554670-67560686;t=ENST00000313468

SDHA succinate dehydrogenase ENSG00000073578 | 5p15 218356~ 6
complex, subunit A, 256815
flavoprotein (Fp)

SDHB succinate dehydrogenase ENSG00000117118 | 1p36.1- 17217817~ 11
complex, subunit B, iron p35 17253252
sulfur (Ip)

SDHC succinate dehydrogenase ENSG00000143252 | 1g23.3 159550790- 2
complex, subunit C, integral 159601154
membrane protein

SDHD succinate dehydrogenase ENSG00000204370 | 11¢23 111462832- 1
complex, subunit D, integral 111471727
membrane protein

UQCRB ubiquinol-cytochrome ¢ ENSG00000156467 | 8q22 97311911- 3
reductase binding protein 97316987

UQCRQ ubiquinol-cytochrome ¢ ENSG00000164405 | 5g31.1 132230218- 2
reductase, complex I11 132232435
subunit VII, 9.5kDa

Tabla 4. Genes seleccionados para su estudio en la fase preliminar de este trabajo.

Los SNP

Los SNP

s fueron seleccionados en base a los siguientes criterios:

Distribucion en el gen: se seleccionaron los polimorfismos de tal modo que
dieran cobertura a todo el gen (desde la regién promotora, incluyendo 3000
pb hasta el extremo 3'UTR)

Posible efecto funcional: aquellos polimorfismos que pudieran tener un
efecto funcional mas evidente sobre el gen o la proteina y aquellos que se
localizaran en regiones reguladoras del gen fueron incluidos (region
promotora, 5'UTR, regiones intrénicas a menos de 30 nucleétidos de los
exones, exones y 3'UTR)

Frecuencia del alelo menor (MAF), mayor del 1 % en poblacion caucésica.
Datos obtenidos del proyecto Hapmap (The International HapMap
Consortium 2003, datos disponibles en el momento del inicio del estudio)
Segun recomendaciones de la casa comercial a la que se le solicitaron los
reactivos para el genotipado: la distancia entre SNPs debia ser superior a 20

pb para que la técnica funcione correctamente

s seleccionados no cumplian necesariamente todos estos criterios, debido a

que, para lograr una buena cobertura a lo largo de cada gen, o para incluir algunos

polimorfismos con un posible efecto funcional, se han tenido que seleccionar
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polimorfismos con MAFs menores al 1%. Los datos necesarios para la seleccion,
como las secuencias de los genes y ubicacion de los polimorfismos, se obtuvieron
del National center of biotechnology information (NCBI) GRCh36 y del ensembl

version 54.

4.4.3 Método de Genotipado de los polimorfismos de la CMR

Se utiliz6 la técnica llamada SNPlex (SNPlex™ Genotyping System, Applied
Biosystems, Foster) para el genotipado de los 96 SNPs seleccionados (Anexo 1) en
las 3701 muestras de esta fase. El disefio de las sondas especificas para el estudio de
estos polimorfismos lo realizd Applied Biosystems mediante una aplicacion
especifica, ya que vienen incluidas en los reactivos.

Esta técnica utiliza el ensayo de ligacién de oligonucleétidos (sondas OLA) multiple
de Applied Biosystems en combinacién con tecnologia de PCR multiplex, para
conseguir la discriminacion alélica y amplificar exponencialmente los productos de
interés. Esto es posible mediante el uso de un grupo de sondas de ligacién
especificas de alelo para cada SNP y un set de kits de reactivos universales. En cada
reaccion es posible determinar 48 SNPs simultdneamente.

Despueés, para obtener los genotipos, se realiza una electroforesis capilar y un
posterior anélisis de los resultados en un programa informaético, que realiza la
deteccion de los picos electroforéticos, la cuantificacion de calidad de esos picos y la
asignacion de alelos para cada muestra 'y SNP.

En los pasos de fragmentacion del ADN, ligacion de las sondas y PCR multiplex, se
utilizaron termocicladores GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems,
Foster).

La electroforesis capilar, se realiz6 en el equipo ABI3730 (Applied Biosystem,
California, EEUU). El software bioinformatico utilizado para el analisis de los
resultados obtenidos fue el GeneMapper version 3.7 (Applied Biosystems, Foster).

Los principales pasos de la técnica SNPlex se detallan a continuacién.

-Preparacién y fragmentacion del ADN Genémico

Una vez extraido el ADN gendmico, se procedid a realizar los siguientes pasos:
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-Cuantificacion del ADN midiendo la absorbancia a 260 nm con un
espectrofotdmetro (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg). Se determind la pureza
de la muestra a partir de la relacién entre la absorbancia detectada a 260 nm y a
280nm. Posteriormente, las muestras se diluyeron en TE (10mM TrisHCI, pH 8.0 y
1mM EDTA) hasta una concentracién final de 100 ng/pl.

-Comprobacion de la calidad del ADN genomico: se cargd una alicuota en un gel al
0.8% de agarosa con un 2 % de bromuro de etidio. Si se observaba una banda s6lida,

se procedia al paso siguiente de fragmentacion (figura 20).

1 2 s 4a 5 6 7 Figura 20. Electroforesis en gel de
—_— = & x agarosa. Carrera 4 contiene el marcador
] de tamano molecular A Hind III. En las

w— i cCarreras 1, 2, 3 se observa ADN

— .
fragmentado, mientras que las carreras 5,
' 6,7 contienen ADN gendmico sin sufrir

la fragmentacion.

- Fragmentacion del ADN: Se realiz6 la fragmentacion del ADN gendmico por calor
para aumentar la eficiencia del genotipado en algunas regiones del genoma, tal como
lo indicaba el protocolo. Las condiciones utilizadas en el termociclador fueron las

siguientes:
Pasos Temperatura (°C) Tiempo (min)
Enfriamiento 4 1
Fragmentacion 99 5
Enfriamiento final | 4 5

Tras la fragmentacion, se obtuvo un rango de tamafios de ADN de 2 a 7 kb, que se

volvieron a diluir en TE hasta una concentracion final de 40 ng/pL.

-Fosforilacion y ligacion de los oligonucle6tidos

En este paso se utilizaron dos oligonucledtidos especificos de los alelos del SNP de
interés (OLA), cada uno con el nucleétido de su alelo correspondiente en el extremo

3’ (ASOI y ASO2) para realizar la discriminacion alélica de los polimorfismos. Un
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tercer oligonucle6tido especifico de locus, que se une a la region adyacente del SNP
(LSO) es necesario, porque contiene el sitio de unidn para los cebadores universales
de la PCR posterior. Estos tres oligonucle6tidos necesitan un paso previo de
activacion mediante la fosforilacion del extremo 5° para ser funcionales. Los linkers
universales u oligonuclettidos de enlace son fragmentos de ADN que se unen a una
region comun a todos los ASO y LSO y evita que éstos se degraden en el paso de la
purificacion. Informacién mas detallada de estos oligonucle6tidos se muestra en la

figura 21.

= Secuencia especifica de cada SNP
[ Secuencia comin de los ASO1
fw primer ZipCode, GER === Secuencia comun de los ASO2
site _—— =——m Secuencla complementaria
ASO, cebadores universales de la PCR.

= rev prime:
ASO-Linker 1 ZipCode; GER GER EF.JI[E
[————— T
ASO; LSO
spacer
ASO-Linker 2 LSO-Linker

Figura 21. Tipos de oligonucleétidos que componen la mezcla del OLA

La mezcla de reaccion por muestra para la fosfoligacion es la que figura a

continuacion:

Componente de reaccion Volumen por reaccion (ul)
H20 libre de nucleasas 0.3

Master Mix de fosfoligacion (2X) 2.5

Linkers universales, 48-plex 0.05

Sondas de ligacion (ASO1-2, LSO) 0.1

dATP (100X) 0.05

ADN fragmentado, 40 ng/ul 2

Volumen Total 5

El OLA consta de una serie de ciclos repetidos, de hibridacién de oligonucleétidos y
de ligacién, para generar multiples copias de la secuencia de acidos nucleicos
elegida como diana. Los distintos pasos y condiciones son los detallados a

continuacion:
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Tipo de paso ‘ Temperatura (°C) Tiempo ‘ Efecto

Incubacion 48 30 min | Fosforilacion de los oligonucleétidos
Incubacion 90 20 min | Desnaturalizacion y activacion de la ligasa
94 15 seg Desnaturalizacion
25 ciclos 60 30 seg Hibridacion de los oligonucle6tidos
51* 30 seg Ligacion de los oligonucleotidos
Incubacion 99 10 min | Inactivacion de la ligasa
4 Conservacion de las muestras fosfoligadas

* El paso de Ligacion a 51°C se debe producir con una rampa lenta, de un 3%, para que la
eficiencia de la reaccion sea mayor. Seg: segundos, min: minutos

-Purificacion de los Productos de la Ligacion

Para purificar el producto de la ligacidn, se emple6 una purificacion enzimatica
combinando dos exonucleasas, para digerir los productos no ligados,
oligonucle6tidos parcialmente ligados, porciones de los productos de la reaccion de
ligacién que no fueron protegidas por los linkers, y ADN genémico ( Figura 21).

La mezcla de reaccion de purificacion por muestra fue la siguiente:

| Componente de reaccién Volumen por reaccion (ul)
H20 libre de nucleasas 4.2
Buffer SNPlex System (10X) 0.5
Lambda Exonucleasa, SNPlex System 0.2
Exonucleasa |, SNPlex System 0.1
Volumen total 5

Los pasos de la purificacion son los que se describen en el siguiente esquema:

5 ul de mix de purificacion + 5 ul de producto de ligacion
Centrifugacion 1 min. a 2000 r.p.m

Incubacion en termociclador:
= 90mina37°C
= 10 minutos a 80°C (inactivacion de las enzimas)
= 4°C hasta proceder al siguiente paso

\j

Dilucion 2/5 del producto purificado con H20 libre de nucleasas
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-Amplificacion de los Productos Purificados de la Reaccion de la
Ligacion

La reaccion de PCR contenia las cantidades de reactivos siguientes por muestra:

Componente de reaccion Volumen por reaccion (ul)
H20 libre de nucleasas 2.5
Master Mix de amplificacion (2X) 5
Cebadores de amplificacion (20X) 0.5
Volumen total 8

Se dispensaron 8 ul de la mezcla de reaccion en placas de PCR y se agregaron 2 pl
del producto de la ligacion purificado diluido. Los cebadores para esta reaccion son
universales, y el cebador 5’ esta biotinilado para posibilitar el siguiente paso. Las

condiciones de reaccién se detallan a continuacion:

Tipo de paso = Temperatura Tiempo Efecto

(°C)
Incubacién 95 12 min Desnaturalizacién y activacion de la Taq
polimerasa
95 15 seg Desnaturalizacion
30 ciclos 60 15 seg Hibridacién
72 45 seg Elongacion
Incubacion 72 5 min Extension final
4 Conservacion de las muestras hasta el paso
siguiente

-Captura de los amplicones biotinilados

Se preparé el buffer de unién agregandole por cada 17 ul de este tampén, 0,009 ul
del control positivo de hibridacion. Se transfirieron 3 uL del producto de PCR
biotinilado y 17 ul del buffer de unidn a cada pocillo de una placa de hibridacion con
384 pocillos recubiertos de estreptavidina (SNPlex™ System 384 Well
Hybridization Plates, Applied Biosystems, Foster). Asi se permitio la captura de los
amplicones que tenian el cebador 5™ biotinilado, en la placa. La mezcla se incubd
durante 30 minutos en constante movimiento rotacional a temperatura ambiente.
Tras la incubacion, se afiadieron 50 pL. de NaOH 0.1 N (Sigma-Aldrich, Steinheim)

como agente desnaturalizante para separar la doble hélice del ADN y que solo se
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mantuviese unida a la placa una de las hebras. Las hebras que no estaban unidas
fueron eliminadas tras varios lavados de las placas de hibridacion con 100 puL una
dilucion 1:10 de Wash buffer 10X (Applied biosystems, Foster) en agua destilada.
El lavado de las placas se realizo en el lavador de placas (ELx405™ Microplate

Washer, Bio-tek, Santa Barbara).

-Hibridacion de las sondas ZipChute™

En este paso, el producto de la PCR capturado en la placa de hibridacion se unio a
unas sondas fluorescentes especificas de alelo (Sondas ZipChute), que se utilizaron
para decodificar la informacion de cada polimorfismo estudiado.

Cada sonda ZipChute contiene (Figura 22):

* Una secuencia llamada ZipCode: Esta secuencia es la que se une especificamente
al producto de PCR a través de una zona complementaria a una region de ese
producto, adyacente al polimorfismo.

* Modificadores de Movilidad: Cada sonda contiene un ndmero diferente de
modificadores de movilidad, que permiten su separacion por tamafio durante la
electroforesis final.

* Un marcador fluorescente: El marcaje fluorescente permite que un instrumento

como el ABI 3730 ADN Analyzer, detecte cada sonda.

# — Fluorescent dye label
/
T Mobility modifiers
N ZipCode sequence

Figura 22. Partes funcionales de una sonda ZipChute.

Las sondas ZipChute estan dispuestas en pares, cada una de ellas en representacion
de cada alelo de un SNP. Cada alelo de un mismo locus puede ser representado por

un mismo color fluorescente, por lo que SNPlex usa el tamafio ademés del color de
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las sondas ZipChute para diferenciar los alelos de un locus. Después de la
separacion por electroforesis capilar en el 3730 ADN Analyzer, se observan unos
picos que sirven para identificar los alelos del SNP correspondiente.

Se prepar6 una mezcla que contenia los siguientes reactivos y cantidades por

muestra:

| Componente de reaccion Volumen por reaccion (ul)
Tampon de dilucién de Zipchute, SNPlex System | 13.7
Mezcla de 48 sondas Zipchutes, SNPlex System | 0.05
Desnaturalizante, SNPlex System 11.25
Total 25

Los pasos que se siguieron en la hibridacion fueron los detallados a continuacion:

Agregar 25 ul de mix de hibridacién a la placa de hibridacion

N

Incubacion a 37°C 1 hora en con movimiento rotacional y oscuridad

¥

Lavados con 100 ul del wash buffer 10X diluido 1/100 con agua destilada

La incubacion a 37°C durante una hora en constante movimiento rotacional se
realiz6 en un agitador incubador orbital (Shaker Incubator DTS-4, ELMI, Riga).

El lavado de las placas de hibridacion para eliminar las sondas no hibridadas se
realizé con Wash buffer 10X de Applied biosystems, Foster, en el lavador de placas
(ELx405™ Microplate Washer, Bio-tek, Santa Barbara).

-Elucion de las sondas ZipChute hibridadas
Se prepard el mix por muestra detallado a continuacion para realizar la elucion de

las sondas ZipChutes presentes en la placa de hibridacion:

Componente de reaccion Volumen por reaccion (ul)

Tampdn de carga de sondas, SNPlex System | 16.9
Marcador de tamafio, SNPlex System 0.6
Total 17.5
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El marcador de tamafios utilizado es el LIZ® labelled SNPlex™ internal size
standard, de Applied Biosystems, Foster city. Con él se realiz6 una curva de
calibracion de tamafio para identificar las diferentes sondas Zipchutes presentes.

Se agregaron 17.5 ul del mix de elucion a cada pocillo de la placa de hibridacion y
se realiz6 una incubacion de 15 minutos a 37°C en agitacion para separar las sondas

de las hebras biotiniladas.

-Electroforesis capilar y analisis de los resultados

Se trasfirieron 7 uL de cada pocillo de la placa de hibridacion conteniendo las
sondas ZipChutes, a una nueva placa para llevar a cabo la separacion electroforética
en el secuenciador automatico ABI3730 ADN Analyser (Applied Biosystems,
California, EEUU).

El Sistema de hibridacion de SNPIlex contiene una mezcla de sondas ZipChute
universales. Estas sondas universales constituyen una biblioteca de alelos de
referencia, llamadas escalera alélica o marcador de alelos, que se utiliza para
normalizar los parametros de todas las muestras al usar el software GeneMapper
version 3.7 (Applied Biosystems, California, EEUU) para asignar los nombres de
cada alelo. Asi se permite simplificar esta tarea y realizarla de forma automatica.
(Fig. 23). En la placa para la separacién electroforética se agregaron los marcadores
alélicos por duplicado en varios pocillos.

El software GeneMapper® v3.7 se usd para el analisis de los datos obtenidos
después de la electroforesis capilar y deteccion de fluorescencia, llevada a cabo en el
3730 ADN Analyzer en todas las muestras. Este programa bioinforméatico usa
métodos de analisis para la deteccion de los picos electroforéticos, la asignacion de
alelos y la cuantificacion de calidad de los picos y elabora informes de resultados de
calidad. Los picos de cada pareja de locus que se observaron, se utilizaron para

identificar los alelos de los correspondientes SNPs.
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Figura 23. Electroferograma para una separacion electroforética de SNPIlex, asignacion de
alelos para cada polimorfismo y agrupacion de genotipos para un polimorfismo concreto.

4.5 Fase 2: Identificacion de variaciones genéticas en los
genes asociados con DMT2 y OB

Al analizar los resultados de asociacion de los SNPs con DMT?2 y varios pardmetros
relacionados, en la poblacidén de cribado, se seleccionaron cuatro genes en los cuales
se localizaban varios polimorfismos asociados de manera muy significativa con
DMT2 y/o OB. Los genes a estudiar mas en detalle mediante su secuenciacién
fueron el SDHB, SDHD, NDUFS5 y NDUFS1.

Se eligieron 100 pacientes dentro de las poblaciones en estudio, formando 2 grupos,
uno con sujetos que presentaban DMT2 y/o OB y otro con pacientes sin enfermedad.
El criterio diagndstico para seleccionar a los pacientes diabéticos fue la glucemia en
ayunas > a 126 mg/dl o el diagnéstico previo de la enfermedad, y para la OB, un
IMC > a 30 kg/m®. Estos individuos se seleccionaron segin el genotipo que tenfan
en el SNP asociado significativamente, como se detalla en la tabla 5, con el fin de

poder identificar posibles variantes de estos genes asociadas al fenotipo analizado.
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GEN N° de | Genotipo DMT2
SNP asociado individuos

rs11205591 50 cc S| S|

SDHD - ] | |

rs10891319 50 GG NO S|

SOHE N [ I —

rs1022580 44 NO (6 SI) Sl

rs3770989 43CT/2CC 39 NO (6 SI) Sl

Tabla 5. Seleccion de los casos y controles segun los genotipos de los polimorfismos
asociados con DMT2 y OB, para su posterior secuenciacion.

Para la secuenciacion de los genes, se siguieron los siguientes pasos:

1. Bulsqueda de la secuencia de los genes y localizacion en ella del
promotor, exones y mutaciones presentes (utilizacion del NCBI GRCh37
y ensembl version 54).

2. Disefio de los cebadores para la reaccién de amplificacién (PCR) y de
secuenciacion de los exones y la region promotora, utilizando el
programa informatico Primer3 (Rozen y Skaletsky 2000). Cada
secuencia obtenida del NCBI, se carg6 en el programa primer3, para el

disefio de los oligos "5 y 3", indicando las siguientes condiciones de los

cebadores:
X Temperatura de melting (Tm): entre 60° y 64°, 6ptima 62°
<> Diferencia maxima entre Tm de los cebadores 5"y 3": 1

<> Tamafio del cebador: entre 20y 28 pb, 6ptimo 24pb

Los demés pardmetros no se modificaron respecto a los valores que
tiene por defecto el programa Primer3.
3. Después de obtener los cebadores por este programa, se comprobd que

éstos eran especificos de la region de interés a amplificar, utilizando el
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programa llamado BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), que detecta los posibles sitios de
union de los cebadores al genoma, y predice con qué afinidad se unen a
ellos. Consideramos que el cebador es lo suficientemente especifico para
el fragmento deseado, si hay una diferencia en el parametro E (nimero
de sitios de union en el genoma, que se esperan encontrar al azar, con el
score de alineamiento obtenido para ese fragmento o mayor) de 2 0 mas
ordenes de magnitud, entre él y la siguiente region gendmica a la que se
une dicho cebador.

4. Puesta a punto de las reacciones de PCR para amplificar la region
promotora y todos los exones de los distintos genes. Puesta a punto
también de la reaccion de secuenciacion de todos los fragmentos de
interés.

5. Realizacién de la PCR especifica y de la secuenciacion de todos los
genes en las muestras seleccionadas

Se utilizaron los termocicladores de Applied Biosystems, modelos Veriti y
GeneAmpPCRSystem 9700 para placas de 384, para realizar las PCRs y las
reacciones de secuenciacion. Los reactivos para la PCR de los genes SDHB y SDHD
son de Qiagen (Hilden, Alemania), excepto el dNTP que es de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). Para los genes NDUFS1 y NDUFS5 todos los reactivos
fueron de la marca Euroclone (Milan, Italia) y los mismos dNTPs que para los
anteriores.

Para la secuenciacion se utilizé el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kit de Applied Byosystems, que incluye el buffer de reaccion y el big dye,
necesarios para la técnica de secuenciacion por terminador marcado con
fluorescencia. El Dimetil Sulféxido (DMSO) es de la casa comercial Sigma-Aldrich.
Se realiz0 esta secuenciacion en el equipo ABI3730 (Applied Biosystem, California,
EEUU), donde se produce una separacion electroforética capilar para la obtencion
de la secuencia del fragmento a secuenciar.

Los cebadores utilizados en la amplificacion de las muestras y en la secuenciacion

(Sigma-Aldrich, Steinheim) se detallan en la tabla 6.
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Fragmento amplificado | Secuencias de los cebadores | Tamafio producto

PCR

Promotor-Exénl ccaggaataaagaggttgaaatcg-5- 522
ccctatgcttcctcagtctctee-3°

Exén2 tatccagcgttacatetgttgtge-5" 305
ttaagccttccaaggatgtgaaa-3°

Exén3 tgacctgagaagaccaaatggata-5 336
aattaggttgcacagcaagttcac-3

Exén4 ggttgccacatggtcatagagtag-5- 465
atactcaaacaaatcctgccctga-3°

Exén5 ggacgagtagtcagtgtccaagaa-5” 328
atacactaaatggcttgcatcage-3°

Ex6n6 catgcaagtaggcactttgttcat-5 301
ctggcttacagcaatctattgtce-3°

Exén7 gatgaggcatctaagctgagtgaa-5 347
tcaaatgactagggttgctctctg-3°

Ex6n8 gaggaaggagtttcacccaagat-5 394
ctgtccatctctccaaggacaag-3”

Promotor-Ex6nl aggtgaaacttcctttcecttcac-5 489
gtcattgctgtgatttcggtattt-3

Ex6n2 gcagatgttcectggtcttaactt-5 386
acaggtaggaagtcctgctaaagg-3”

Ex6n3 ttgggttactgtgtggcatatgtt-5 339
tttcaacaaatttagggcatttca-3

Exén4 ggagacattgcatttgaacttgac-5- 395
aggctgtccaccaatggactta-3

IN[DJIOI=SHEN  Promotorl tttaacctttccttgctcgtgaac-5 595
tggaggtacgaacttaagacatgc-3°

Promotor2-Exénl ccggaaaattccttatatagagacg-5- 655
cccagtcaaggacaacagaagac-3°

Ex6n2 aaatatcagaacctatgagtgttcaatg-5 295
aaaatcatgggtttagggtctttg-3°

Ex6n3 acaaccataagtttgcatccagag-5" 425
tgccacaaacaaatatatgatagctc-3”

Ex6n4 gatgctgtatgtgtgtgtttcage-5" 300
gctaggttctccactacgatattgattc-3°

Ex6n5 cctattctttgcctgttatcaaatg-5" 343
ctattgctcctagaagctgageac-3°

Ex6n6- Ex6n7 ataggtcattttgagtgccagcag-5 515

atcagaaacagcatccctcttctc-3”
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Ex6n8 tgtttggaaaatcatctctttgtg-5 384
caacagaccaaaacaactgaaacc-3°

Ex6n9 agcataatgagacaccggctctac-5 579
tcacattatataagcaactcagattccag-3°

Ex6n10 ggtgtttagatatttgacactttaaccag-5 391
tgtcctcagtagatgtctgtaaaatgg-3°

Exénll agctggggatacaggegtatg-5- 549
ggatatgttggagaatccaggttg-3°

Exén12 agaaggcaatgggtttgatgatag-5 350
ttgtcttccagttatcttttggagtc-3°

Ex6n13 gcctggtetggatageatttctac-5 599
aactttggtttgtattttagtagagacagg-3

Exénl4 ttacacctaagacttgggacaacc-5 391
catgtgtaactgggataatgttgc-3”

Exén15 tttgacattgttgaaaggaaattattc-5- 365
aggcaaaattctcaaatggaaaac-3”

Ex6n16 gaagggagttgaattagggttgag-5 476
aatcatctctgcatttcagactgg-3°

Ex6n17- Ex6n18 tatttgtgttccctgcttaactge-5 597
ccttcaaagattaagaattgcaaacac-3

Ex6n19 taagggogtttatcgttggaatctg-5 597
aattgaacctcttttcatttcatcc-3

N[BIUIZEEN  Promotor-Exonl gggctcatagtccatgtgcttaac-5 931
aacctaaacaaatgtggaaagtgga-3”

Seq-promotor gggctcatagtccatgtgcttaac-5 640
aacctaaacaaatgtggaaagtgga-3”

Seg-Exénl ctcaacctcctgagtagctggaac-5 5163,
aacctaaacaaatgtggaaagtgga-3”

Ex6n2 aagtttggtgagaagaaatcaggag-5 426
aaagagtcccaaaggaacaagaaa-3”

Ex6n3 ttctttaaaggcggacttcatttc-5" 737
aatctcagtatagaaaggcatgatatgg-3”

Seg-Exén3 ttctttaaaggcggacttcatttc-5" 413
aagaaaagaaagtcatgatccaagag-3”

Seqg-Exén3-cont tctggaggctgattttcctg-5- 404
aatctcagtatagaaaggcatgatatgg-3”

Tabla 6. Cebadores para la amplificacion de los genes a secuenciar. Seq: cebadores utilizados
solo en la secuenciacion.
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Los protocolos y cantidades de reactivos utilizados para las reacciones de PCR y de
secuenciacion, segin el gen a amplificar, son los indicados en las tablas 7 y 8

respectivamente.

(€]=\ Mix de PCR (por muestra) Protocolo de PCR

SDHB / SDHD 1 ul Buffer de reaccion 10X 95°C 17 min
0.5 ul Solucién Q 95°C 15 seg
0.4 ul MgCI2 25 mM 62°C 15 seg 45 ciclos
0.24 ul ANTPs 10 mM 72°C 40 seg
5.11 ul de H20 72°C 3 min
0.05 ul Taq Polimerasa (Qiagen) 15°C )
1.2 ul de cebadores 3y 5” (5 uM)
1ul ADN
N[BIEJ=SHWAN|DIOIZSEN 1 ul Buffer de reaccion 10X 95°C 3 min
0.5 ul MgCI2 50 mM 95°C 15 seg
0.2 ul dNTPs 10 mM 62°C 15 seg 45 ciclos
5.55 ul de H20 72°C 40 seg
0.05 ul Taq Polimerasa (Euroclone) ~ 72°C 3 min
1.2 ul de cebadores 3"y 5°(5 uM) 15°C 0
1ul ADN

Tabla 7. Protocolo de la PCR realizada en los genes a secuenciar y las cantidades de reactivos
y muestra utilizados. Seg: segundos, min: minutos.

_ Mix de secuenciacion (por
Reactivos de

muestra y direccion de Protocolo de secuenciacion

secuenciacion .,
secuenciacion)

Buffer de reaccion 5X 10 min
Big Dye 0.3 ul 96°C 20 seg 45 ciclos
DMSO 0.3ul 62°C 2 min j

H20 0.4 ul 62°C 10 min

OLIGOS 1ul 15°C 0

Producto de PCR 2ul

Tabla 8. Protocolo de la secuenciacion realizada y las cantidades de reactivos y muestra
utilizados. Seg: segundos, min: minutos.
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4.6 Fase 3: Estudio de las variaciones identificadas en la
fase 2

Después de la busqueda de los SNPs que mostraron diferencia de frecuencia alélica,
entre los pacientes con alguna patologia y los controles, se procedié a genotipar esos
SNPs en las poblaciones del Estudio Hortega, Pizarra y Segovia, para estudiar su
posible asociacion con la DMT2 y desordenes relacionados.
Los polimorfismos que se seleccionaron a partir de la secuenciacion de los 4 genes
asociados, para su posterior estudio en la poblacion total de este trabajo, se detallan
en la tabla 9.
El genotipado se realiz6 por secuenciacion masiva de los amplicones especificos de
cada SNP en el equipo Miseq (lllumina, San Diego, California, EEUU), en la
modalidad Ilamada dual index paired-end. Se utiliz6 el Miseq Reagent kit v2 de 500
ciclos (Illumina, San Diego, California, EEUU).
Para secuenciar en este tipo de instrumentos, se siguieron estos tres pasos
fundamentales:
1- Preparacion de las librerias a partir de los ADNs de la poblacién total: para
obtener las librerias de los 9 amplicones que incluyen en su secuencia los
SNPs de interés, se procedio de la siguiente manera:
a) Busqueda de la secuencia y localizacion gendmica de los SNPs de
interés (utilizacion del NCBI y ensembl)
b) Disefio de los cebadores para la reaccién de amplificacién especifica
(PCR1) a través del programa informético Primer3 (Rozen y Skaletsky
2000). También se utiliz6 el programa Fast PCR de Java (Kalendar y
Schulman 2014) para evaluar la calidad de los cebadores para una
reaccion multiplex. A estos oligos se les agregé una secuencia
universal llamada adaptador, necesaria para el posterior procesado del
fragmento obtenido en la PCR1.
c) Para la incorporacion de un identificador Unico (indices) a cada
muestra, mediante una amplificacion (PCR2), se seleccionaron las
combinaciones de pares de indices que llevarian cada una de las
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muestras de las poblaciones en estudio. Se requiere un par de ellos en
cada muestra para realizar la secuenciacion en el modo dual index. La
secuencia que incluye a los indices, una para el extremo 5" y otra para
el extremo 3’, lleva una secuencia complementaria para poder unirse a
los adaptadores de la PCRL1 y con la tecnologia de secuenciacion de la

plataforma Illumina.

0.0429 rs2746462 (c. 18C>A) El (p.Ala6=)
0.462 rs10157617 (c.-482T>C) 5'del Prom
0.461 rs1984600 (c.-140 G>C) Prom
0.462 rs1122472 (c.-3+6G>T) El

0.015 rs6981 (c.*18G>A) 3J'UTR
0.023 rs77655991 (c.552-24G>A) intrénico
0.38 rs4147718 (c.1026-32G>T) intrénico
0.31 rs1801318 (c.1143 A>G) E12(p.Argl64=)
0.38 rs4147729 (c.1155-101delT) intrénico

Tabla 9. Seleccion de polimorfismos con frecuencias alélicas diferentes entre los casos y los
controles del estudio de la fase 2. Prom: promotor del gen, E1: exon 1 del gen.

d)

€)

9)

Puesta a punto de la PCR1 y PCR2 en multiplex (todos los fragmentos
de interés se amplifican a la vez para cada muestra en cada PCR).
Realizacién de la PCR1 en las poblaciones analizadas en este estudio,
obteniéndose los amplicones especificos de todos los SNPs a genotipar.
Realizacién de la PCR2 a partir de la dilucion 1/20 de la PCR1.
Agrupacion de las PCR2 de las 3701 muestras de la poblacién total
tomando una alicuota de cada una (2ul). Se purifico y se cuantificd por

fluorescencia.

2- Secuenciacion de la muestra

Se cargé el pool obtenido en el secuenciador Miseq, segun las instrucciones del

protocolo confeccionado por Illumina. Se realizé una carrera Ilamada dual index

paired-end, en donde se utilizaron 2 indices para identificar cada muestra (dual

index) y se secuencié a cada amplicon en direccién directa y reversa (paired-end).

La secuenciacion fue del tipo 2x250, es decir, se secuenciaron 250 bases del

amplicén en direccion directa, y 250 bases en direccion reversa.
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3- Andlisis bioinformatico de los resultados
Se analizaron los resultados, obteniendo la cobertura para cada fragmento de cada
muestra, para todas las muestras secuenciadas. Las muestras y amplicones con una
cobertura mayor a 20x se incluyeron en los analisis de asociacion posteriores. Se
realizo el andlisis bioinformatico correspondiente para determinar los genotipos de
los SNIPs. Se consideraron fiables los genotipos que presentaban un Score de calidad
de genotipo (GQ) mayor al 90%.

4.6.1 Preparacion de las librerias para la secuenciacion masiva

a) Bulsqueda de las secuencias genomicas necesarias para genotipar los
polimorfismos.
Se utiliz6 la base de datos del NCBI GRCh37 para buscar la secuencia de los genes
en donde se encontraban los polimorfismos, y después, se buscé la ubicacion dentro
del gen correspondiente, con la ayuda de la base de datos ensembl version 82. Esto
es necesario para poder realizar el disefio de cebadores especificos para la
amplificacion de las regiones de ADN que incluyan la variacion.
b) Disefio de los cebadores para la PCR especifica.
Para poder realizar la amplificaciéon de las regiones de ADN en las que se
encuentran los 9 polimorfismos en estudio, y para poder secuenciarlos después en el
Miseq, se establecidé que el tamafio de los amplicones para cada SNP tendria que
estar alrededor de 150 pb. La secuencia obtenida del nchi, se cargd en el programa
primer3 para el disefio de los cebadores 5” y 37, indicando las siguientes condiciones
de los cebadores:

«» Temperatura de melting (Tm): entre 60° y 64°, 6ptima 62°

+«» Diferencia maxima entre Tm de los cebadores 5" y 3": 1

«» Tamafio del cebador: entre 20y 28 pb, éptimo 24pb
Los demas parametros no se modificaron respecto a los valores que tiene por defecto
el programa Primer3.
Se comprobd que estos cebadores eran especificos de la region genémica de interés

a amplificar, utilizando el programa BLAST.
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A los cebadores especificos encontrados con el programa Primer3, se les agregd una
secuencia adaptador universal para el método Nextera de la plataforma de Illumina,
en los extremos 57y 3", para que puedan ser amplificados e identificados en pasos
posteriores, los fragmentos especificos obtenidos con ellos. La secuencia adaptador
que se le agrego para cada extremo del fragmento de interés es la siguiente:
Adaptador 5’
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG

Adaptador 3"
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

La secuencia completa de los cebadores utilizados en la PCR1, junto con los
tamafios de los fragmentos de PCR a obtenerse, se detalla en el anexo II.

Para comprobar que los cebadores no interferian entre si a la hora de amplificar los 9
fragmentos a la vez, se realizd la prueba in sillico de los 18 cebadores que se
juntarian en la PCR1 en una sola reaccion (multiplex), en el programa Fast PCR de
Java.

c) Seleccidn de los indices identificativos para cada muestra

Se seleccionaron las combinaciones de pares de indices que llevarian cada una de las
muestras de las 3 poblaciones, para su identificacion posterior al analizar los
resultados de la secuenciacion. El indice es un oligonucleétido de 8 pares de bases
que se inserta entre dos secuencias llamadas adaptadores. Con el fin de incorporar el
indice en la muestra, se realizé una segunda PCR (PCR2) a partir de la PCR1. Para
esto, los cebadores de la segunda PCR debian tener en un extremo, la secuencia
adaptador que es necesaria para la hibridacion a la plataforma de secuenciacion, y en
otro, la secuencia complementaria al adaptador del cebador de la PCR1, para poder
amplificar la secuencia de interés. Las secuencias adaptadores para la incorporacion
de los indices correspondientes en cada muestra, en la PCR2, son los siguientes:
Secuencia para el extremo 5”:

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [i5] TCGTCGGCAGCGTC
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Secuencia para el extremo 3”;
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [i7] GTCTCGTGGGCTCGG

[i5] hace referencia al indice del extremo 5" y [i7] al indice del extremo 3" de

identificacion de cada muestra.

Para la secuenciacion en la modalidad dual index, cada muestra se identifica con 2
indices, uno en el extremo 3" (i7) y otro en el 5" (i5). Se han utilizado 3701 indices
en 5y la misma cantidad en el 3".

d) Puesta apunto de laPCR1y2

Se realizaron pruebas con distintas concentraciones de cebadores y diferentes
condiciones del protocolo de amplificacion de la PCR1 y 2, para que se pudieran
amplificar los 9 fragmentos de interés al mismo tiempo en una Unica reaccion (PCR
multiplex) por muestra. Se utilizé el reactivo para hacer PCRs llamado Qiagen
multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Se comprob6 que los 9 amplicones
se obtenian en las condiciones testadas realizando una electroforesis multicapilar en
gel con el equipo QIAxcel (Qiagen, Hilden, Alemania), donde se produce la
separacion de los fragmentos segun su tamafio, pudiendo diferenciar fragmentos de
3 0 maés pares de bases de diferencia. Mediante este Gltimo método, se comprobé
también que no se generaban productos no deseados en las PCRs, como pueden ser
los dimeros de cebadores, que pueden obtenerse si no se encuentran las condiciones
Optimas para realizar la amplificacion.

Las concentraciones y cantidades de reactivos utilizadas para la PCR1 y la PCR2,
junto con el protocolo 6ptimo que se ha obtenido, para la amplificacion en los
termocicladores, se muestran en la tablal0.

e) Realizacion de la PCR1 en la poblacién total

En las amplificaciones de las regiones de interés, en las 3701 muestras de los tres
estudios incluidos en la tesis, se utilizaron las siguientes concentraciones vy
cantidades de los 9 pares de cebadores, para obtener la mezcla de oligos para la
amplificacion por multiplex:
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Fragmento Tamafio PCR1 | [iniciall] en uM | [final]l en uM | Volumen (pl)
NDUFS5_rs 17
NDUFS1_rs1801318 189 100 200

NDUFS1_rs4147729

NDUFS5_rs6981 200 100 200

NDUFS5_rs1122472

NDUFS1_rs77655991 218 100 200

NDUFS1_rs4147718

NDUFS5_rs1984600 229 100 200

SDHB rs2746462
H20 8200
\Volumen total

Se prepar6 la mezcla de reaccion segun el apartado d), para la amplificacion de los
ADNs de las 3701 muestras totales a estudiar. Se dispensaron 9 ul de mezcla en

cada pocillo de placas de 384, y después se le agregd 1 pl del ADN a cada uno.

- Mix de PCR (por muestra) Protocolo de PCR

He24N - 5 ul 2x Qiagen Multiplex Mix 95°C 15 min

- 2 ul de H20 98°C 30 seg
-2 ul mezcla de oligos 3'y5'a2 uM  62°C 30 seg 35 ciclos
-1 ul ADN 72°C 1 min
72°C 10 min
15°C o0
He2¥N - 5 ul 2x Qiagen Multiplex Mix 95°C 15 min
- 2 ul de H20 95°C 30 seg

-2 ul mezcla de oligos 3’y 5'a5uM  62°C 1 min 30 ciclos
-1 ul de la dilucién 1/20 de laPCR1  72°C 1 min

72°C 3 min

15°C o0

Tabla 10. Protocolo y cantidades de reactivos y muestra utilizados en la PCR1.

Las secuencias de cebadores utilizadas en la realizacion de la PCR1 en multiplex y
los tamafios esperados para dicha PCR, se muestran en el anexo Il.

Se amplificaron las muestras en termocicladores, segun las condiciones descritas en
el apartado d.

f) Realizacion de la PCR2 a partir de la PCR1
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Se realiz6 la mezcla de los reactivos necesarios para la amplificacion de la PCR2,
de las 3701 muestras a estudiar, como se indicd anteriormente en el apartado d, tabla
10. Se dispensaron 7 ul en cada pocillo de placas de 384, y se les agreg6 2 pl del par
de cebadores correspondiente para cada muestra, y finalmente 1 pl del producto de
PCR1, previamente diluido 1/20.

Se amplificaron las muestras en los termocicladores, segun las condiciones descritas
en el apartado d.

g) Preparacion de un Unico pool de todas las muestras a partir de la PCR2

Se dispensaron 2 ul de la PCR2 de cada una de las 3701 muestras incluidas en este
estudio, para obtener el pool a secuenciar en el Miseq. Se purificaron 3 alicuotas de
20 ul con el producto de purificacion de PCRs llamado MagSi-ADN clean ™
(MagnaMedics, Geleen, Holanda), en el que el ADN de tamafios mayores a 80 pb se
une a la superficie de bolas magnéticas, dejando en solucién nucleétidos no
incorporados, restos de cebadores, dimeros de cebadores y otros posibles productos
no deseados originados en las PCRs. El producto de la PCR2 unido a las bolas se
eluyé en el paso final.

Tras la purificacion del pool de la PCR2, se realiz6 la cuantificacién por
fluorescencia del producto obtenido, utilizando el kit Quantifluor® dsADN system y
el sistema de deteccion “GloMax®-Multi Detection System” (Promega, Madison,
EEUU) segln las instrucciones de los fabricantes. Este método detecta solamente
ADN de doble cadena, al intercalarse el fluoréforo usado para cuantificar, entre las
hebras de ADN, lo que da una idea de la cantidad de producto de PCR presente con
buena calidad.

Se realiz6 una dilucion del pool a 10 nM, y a partir de ella, otra a 4 nM, como se

indica para poder iniciar el protocolo de secuenciacion del Miseq.

4.6.2 Secuenciacion de las muestras en el sistema Miseq

Se realiz6 la secuenciacién del total de las muestras a partir de la PCR2, en el equipo
Miseq, en una carrera llamada dual index paired-end, en donde se utilizaron 2
indices para identificar cada muestra (dual index), y se secuenciaron los amplicones

en direccion directa y reversa (paired-end). Se realizd una carrera de 2x250 ciclos, es
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decir, se secuenciaron 250 bases en direccion directa (Readl o Lectural) y 250 en
direccion reversa (Read2 o Lectura2), de la region que incluye el polimorfismo de
interés.

Hay dos archivos necesarios para poder iniciar una carrera en un secuenciador de la
plataforma Illumina: el documento donde se le asignan a cada muestra, su par de
indices identificativos y el método de andlisis, asi como otros pardmetros de la
carrera (sample sheet), y el archivo que detalla los nombres y posiciones en el
genoma, del inicio y fin de los amplicones a secuenciar (manifest).

A continuacion, en la figura 24, se muestra el manifest para la secuenciacion
realizada en las poblaciones del estudio.

En la figura 25 se muestra el encabezado de la sample sheet, donde estan los
parametros que se deben definir antes de cada carrera del Miseq, y se pueden ver las
columnas con los nombres de las muestras, y las secuencias de cada indice utilizado
para identificarla. Se utilizaron 3701 indices para el extremo 3" y 3701 para el 5,
para diferenciar las secuencias obtenidas de cada una de las muestras.

A B C D
1 [Header]
2 | XT Manifest Version 1
3 ReferenceGenome Homo_sapiens\UC5C\hgl9\Sequence\WholeGenomeFasta
4
5 |[Regions]
6 |Name Chromosome Amplicon Start Amplicon End
7 |NDUFS1 _rs1801318 chr2 207006768 207006839
8 MNDUFS1_rs4147729 chr2 207006587 207006744
9 MNDUFS5_rs6981 chr2 207003375 207003501
10 NDUFS5_rs1122472 chr2 207011754 207011904
11 NDUFS1_rs77655991 chrl 394591523 39491640
12 NDUFS5_rs10157617 chrl 39452012 39492159
13 NDUFS1_rs4147718 chrl 39491837 39491998
14 NDUFS5_rs1984600 chrl 39500114 39500246
15 SDHB_rs2746462 chrl 17380420 17380585

Figura 24. Documento con los datos necesarios para iniciar la carrera de secuenciacion, y para
que, seguidamente, se realice el anlisis bioinformatico primario.
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A B c D E F G H | J K L M N
[Header]
IEMFileVersi 4
Investigatorl Pilar-Griselda
Date 26/07/2016
Workflow  PCRAmplicon
Application PCRAmplicon
Assay NexteraXTv2
Description RUNO013
Chemistry  Amplicon

wlw|ula|o|elwin|-

10
11 [Manifests]

12 |A HUMAN.AmpliconManifest
13

14 [Reads]

15 151

16 151

17

18 [Settings]

19 VariantCalle Somatic

20 FlagPCRDupl 0

21 VariantFilter 0

22 outputgenor FALSE

23 | Adapter CTGTCTCTTATACACATCT

24

25 [Data]

26 Sample_ID Sample_NanSample_Plat Sample_Wel|7_Index_ID index I5_Index_ID index2 Manifest  GenomeFolc Sample_Proj Description

27 1llu-D501 5 420001 1 A0L lllu-D301 3 AGGCTATA Illu-DS01 5 TATAGCCT A Homo saniens\UCSC\he19\Seauence\WholeGenomeFasta

Figura 25. Encabezado de la sample sheet utilizada en la carrera de secuenciacion

El primer paso en el protocolo de secuenciacion del Miseq es la desnaturalizacion de
la libreria utilizando NaOH 0.1 N, donde se obtiene como producto final una
dilucién del pool a 20 pM. Por recomendacion de Illumina, para aumentar la
heterogeneidad de las librerias, se le agregd un 10 % del fago PHIX (lllumina, San
Diego, California, EEUU) a la libreria a secuenciar. Para ello, se desnaturaliz6 de la
misma manera que el pool, obteniéndose también una dilucién a 20 pM. Este fago es
el que utiliza Illumina para poner a punto sus equipos de secuenciacion y verificar
que éste tenga un correcto funcionamiento.

Para cargar el pool y el PHIX en el secuenciador, se realizé una Gltima dilucién de
ambos a 8 pM. Después se mezcl6 la cantidad necesaria de la libreria y el fago para
tener un 10% de este Ultimo en el pool final a secuenciar.

El equipo utiliza la metodologia de secuenciacién por sintesis (SBS), en la que se
secuencia masivamente en paralelo, usando un método reversible basado en
terminadores, que permite la deteccién de cada base de manera individual a medida
que se van incorporando a la hebra en sintesis. Esta tecnologia del Miseq, utiliza un
método de cuatro canales para detectar cada base por separado. Se incorporan los

desoxinucle6tidos marcados con fluorescencia, utilizando 4 fluor6foros diferentes,
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uno para cada tipo de base, lo que conlleva a la adquisicion de imagenes en 4
canales de laser distintos por cada ciclo de secuenciacion, para la deteccion del
nucledtido que se va incorporando a la hebra que se esta secuenciando. El llamado
de cada base de la secuencia, se realiza directamente a partir de las medidas de
intensidad detectadas en cada ciclo.

A continuacion se detalla la técnica de secuenciacion de nueva generacion SBS.

Para el uso de este tipo de secuenciacion de la plataforma Illumina, se necesitan
cebadores que incluyan en su secuencia varios oligonucleétidos diferentes en la
PCR1 y 2. En la amplificacion del segmento de ADN con el polimorfismo (PCR1),
se utiliza el cebador especifico de la region genomica de interés, al que se le agrega
una region llamada adaptador paired-end (PE), para que hibride aqui el cebador de
la PCR2. Para la incorporacion de los indices al fragmento de la PCR1, los
cebadores que se utilizan en la PCR2 tienen, ademas de las 8 bases que componen el
indice, el adaptador PE, y una cola (cola P5 para el extremo 5"y P7 para el 3") que
servira de anclaje a la plataforma donde se secuencia la libreria (celda de flujo o
flow cell). Los cebadores 3" y 5" de la PCR2 deben tener indices diferentes, y cada
muestra tendrd uno de cada clase. La descripcion de todas las secuencias que
componen una libreria para la secuenciacién SBS se muestra en la figura 26.

El proceso de secuenciacion de la libreria final desnaturalizada y diluida, en el
secuenciador, consta de los siguientes pasos:

1-Unién de la libreria a la celda de flujo mediante la cola de anclaje

La celda de flujo utilizada en la tecnologia Illumina tiene inmovilizados sobre su
superficie oligonucledtidos directos y reversos. Con ellos se deben hibridar las
moléculas de las librerias desnaturalizadas. Esta unidn se realiza mediante las
regiones del adaptador complementarias a ellos, o sea las colas P5 o P7 descritas

anteriormente (figura 27 A).
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Figura 26. Descripcion de las secuencias necesarias para la sintesis de una libreria que va a ser
secuenciada por una plataforma. (Imagen traducida y modificada a partir de la web
Illuminahttps://www.fimm.fi/en/services/technology-centre/sequencing/next-generation-
sequencing/amplicon-libraries-pcr (Pekka Elonen FIMM 2013))

2-Amplificacién clonal en puente a partir de la hebra unida a la celda de flujo

En este paso, las moléculas unidas a la flow cell se amplifican isotérmicamente
mediante la acciéon de una ADN polimerasa de alta fidelidad, primero desde su
extremo libre. Después, al unirse por ese extremo al oligo complementario
inmovilizado en la celda de flujo, forman puentes (estan unidas las moléculas por su
extremo 57y 3"a la flow cell). Asi, se produce una amplificacién que genera clones
de las distintas librerias, en forma de racimos, llamados clusters. (figura 27 B y C).
Se generaran alrededor de 750 millones de clusters, con aproximadamente 1000
moléculas de ADN por cluster (figura 27 D).

3-Linearizacion de las moléculas amplificadas de ADN, eliminacion de la hebra en
reverso (reverse) y blogueo de extremos 3”

Para poder proseguir con la secuenciacion, los puentes de clusters deben linearizarse
por medio de una desnaturalizacion, obteniéndose las hebras directa y reversa por
separado, unidas a la flow cell (figura 27 E). Como la secuenciacion empieza por la

hebra directa, la reversa es eliminada (figura 27 F). A continuacion, deben
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bloquearse los extremos de las hebras hibridadas y de los oligonucleétidos unidos a
la celda, para que no se produzca sintesis de ADN alli.

4-Secuenciacion de la hebra directa (forward) del inserto de la libreria (Lectural o
Read1)

A la region de ADN que incluye el SNP de interés se la Ilama inserto de la libreria.
En este paso, en primer lugar, se produce la unién del cebador de secuenciacién, a su
secuencia complementaria, ubicada en el adaptador de la hebra inmovilizada, en su
extremo libre (figura 28 A). A continuacidn, tiene lugar la secuenciacion por sintesis
de las hebras forward, empleando para ello, cuatro desoxinucle6tidos trifosfato (A,
T, C y G) con grupos terminadores reversibles, marcados con un fluoréforo diferente
cada uno. En cada ciclo de secuenciacion, los cuatro nucledtidos marcados son
incorporados a la superficie a la que estan unidos los fragmentos de ADN
amplificados. Se produce la unién del nucleétido complementario correspondiente a
cada una de las cadenas en formacién, y tras su union, se realiza un lavado para
eliminar los nucleétidos sobrantes. A continuacion, se recogen las imagenes de
fluorescencia para identificar cada base (figura 28 B). Después, se eliminan las
moléculas que bloquean la sintesis y que estdn unidas a los nucledtidos, para
permitir la incorporacion de la siguiente base en la cadena en sintesis. Este proceso
se va repitiendo de forma ciclica, hasta completar 250 ciclos (figura28 C).
5-Secuenciacién del indice del extremo 5™ ([i5]) de la libreria (Index1)

En este paso, se hibrida el cebador para iniciar la secuenciacién del indice i5, y a
continuacion se suceden 8 ciclos de secuenciacion, de manera similar a lo detallado
para la lectural, para secuenciar las 8 bases que posee este oligo (figura 28 D).
6-Secuenciacion del indice del extremo 3 ([i7]) de la libreria (Index2)

Para poder secuenciar el indice i7, la hebra de ADN se hibrida por su extremo libre a
la celda de flujo, formando un puente, y se sintetiza una cadena de 8 bases que
corresponde a la secuencia del indice del adaptador. Para esto, se realizan 8 ciclos de

secuenciacién (figura28 E).

80



i P14

reccocccoe

reccccoccoe

Figura 27. Pasos que componen el proceso de secuenciacion de las librerias mediante la
plataforma de Illumina, en la modalidad PE-Dual Index.
(https://www.illumina.com/science/education.html)

7-Amplificacién clonal en puente a partir de la hebra reversa (reverse)

En las carreras de secuenciacion en las dos direcciones (PE), es necesario obtener la
hebra reversa a partir de la hebra forward unida a la celda de flujo. Lo que ocurre
aqui es otra amplificacion clonal en puente, de la misma manera que en el paso 2,
que genera nuevamente los clusters para secuenciar (figura28 F).

8-Linearizacion de las moléculas amplificadas de ADN, eliminacién de la hebra
forward y bloqueo de extremos 3

Los clusters obtenidos en el paso anterior se deben linearizar, es decir, se debe

liberar un extremo de la flow cell, y después se procede a la eliminacion de la hebra
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directa, quedando inmovilizadas en la celda sélo las hebras de ADN reversas. Por
altimo, se bloguean los extremos de las hebras hibridadas y de los oligonucleétidos
unidos a la celda, para que no interfieran en la reaccion de secuenciacion.
9-Secuenciacion de la hebra reversa (reverse) del inserto de la libreria (lectura2 o
Read?2)

Primero se une el cebador de secuenciacion correspondiente a la lectura2, a la hebra
reversa unida a la celda de flujo. Después, se secuencian 250 bases del amplicon, es
decir, se realizan 250 ciclos de secuenciacion, incorporando en cada ciclo los cuatro
nucledtidos con terminadores marcados con fluorescencia, como al realizar la
lectural. Al final de cada ciclo, se recogen imagenes mediante laseres, para detectar

qué fluoréforo esta presente en los distintos clusters, por ciclo (figura 28 G y H).

4.6.3 Analisis bioinformatico de los resultados

El analisis bioinformatico de los resultados obtenidos en una secuenciacion de nueva
generacion, se puede dividir en primario, secundario y terciario. Un esquema general
de los procesos basicos seguidos en el analisis (primario y secundario), junto con las
diferentes herramientas bioinformaticas utilizadas en cada uno de los pasos se

representa en la Figura 29.

4.6.3.1 Analisis primario de los resultados de la secuenciacion de

nueva generacion

-Control de calidad de la carrera en el secuenciador

El primer paso para poder obtener los resultados de genotipado, es la comprobacion
de que la carrera de secuenciacién ha funcionado correctamente. La plataforma de
secuenciacién de lllumina, permite seguir el proceso de secuenciacion a tiempo real
utilizando directamente el programa con el que se inicia la secuenciacion, llamado
MiSeq Control Software. Hay varios parametros disponibles para evaluar la calidad
de la carrera. A continuacion se detallan los mas relevantes.

-Densidad de clusters: nimero total de clusters que detecta en la celda de flujo el

Miseq, al tomar las imagenes de cada ciclo. Se define como nimero de clusters por

mm?
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Figura 28. Proceso completo de la secuenciacion de la libreria en la plataforma Illumina
(https://www.illumina.com/science/education.html).
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Figura 29. Protocolo (pipeline) del andlisis bioinforméatico de los resultados de la
secuenciacion.

-Densidad de clusters gue pasan el filtro (Clusters PF): nimero de clusters que

cumplen las condiciones de calidad impuestas por Illumina, para considerar fiables
los resultados obtenidos a partir de ellos. Se evaltan por mm?

-Intensidad: sefial de emision que detecta el equipo, proveniente de los fluoréforos
de los nucleétidos incorporados en la hebra en sintesis, para los distintos ciclos. En

general, debe estar por arriba de 100
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-Parametro de calidad de Phred o Phred quality score (Q score): indica la

probabilidad de que una base dada sea nombrada erréneamente por el secuenciador,
sirve para evaluar la exactitud de una plataforma de secuenciacion. El Q score se
obtiene mediante la siguiente ecuacion:

Q=-—101o0gl0 P (P es la probabilidad de error en el llamado de una base)

En la tabla 11 se muestra qué exactitud y qué probabilidad de error corresponde a
cada Q score. En Illumina se recomienda el uso de los resultados obtenidos por
encima de Q30.

10 1/10 90%

20 1/100 99%

30 1/1000 99.9%
40 1/10000 99.99%
50 1/100000 99.999%

Tabla 11. Probabilidades y exactitudes del Phred quality score.

- Porcentaje de alineamiento: este pardmetro viene determinado por el alineamiento

que se realiza de la secuenciacion, con el genoma del fago PhiX. Su valor tiene que
coincidir con el porcentaje de fago afiadido a la libreria

-Porcentaje de la tasa de error: este error se calcula segun el alineamiento del PhiX.

Para una carrera en el Miseq, debe ser menor a 2

-Lecturas totales: para cada equipo, y cada modalidad de carrera disponible, asi
como para cada version de reactivos de secuenciacion, se debe obtener un nimero
de lecturas estadndar, establecido por Illumina segin los valores obtenidos al
secuenciar el fago PHIX

-Lecturas que pasan el filtro (Reads PF): Las lecturas totales obtenidas, son filtradas

por parametros de calidad establecidos por lllumina

-Porcentaje de lecturas identificadas (Reads Identified PF): este valor es calculado a

partir del total de pares de indices que son identificados en la secuenciacién, al
evaluar las lecturas que pasan los filtros de calidad
-Rendimiento total final (Output): ndmero de bases totales obtenidas en la

secuenciacion
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Las especificaciones para los parametros mas importantes, definidas para el modelo
Miseq, utilizando los reactivos v2, para una carrera 2x250 en paired-end, son las
descritas en la tabla 12.

Parametro Especificacion basada en carrera de PHIX
Clusters PF 864-965 k/ mm2

Reads PF 24-30 Millones

% Reads Identified PF | 85-90

Output 7.5-8.5 Gigabases

Q score > Q30 en mas del 75% de bases

Tabla 12. Especificaciones indicadas por Illumina para las carreras 2x250 del Miseq

Existe la posibilidad de usar otro programa, el Sequencing Analysis Viewer (SAV),

para evaluar la calidad de la secuenciacion cuando la carrera ha finalizado. Aqui se

Analysss | imaging | Sumary | Indexeg
status

Flow Cell Chart Data By Cycle > | QScore Distribution

pueden revisar los mismos parametros descriptos anteriormente, pero en mas detalle

(figura 29).
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Figura 29. Visualizacion de los pardmetros de la secuenciacion mediante el Sequencing
Analysis Viewer (SAV).
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-Obtencion de las secuencias pertenecientes a los amplicones de interés

El programa MisegReporter (lllumina, San Diego, California, EEUU) se utilizd en
primer lugar, para obtener las secuencias de los amplicones de interés, para cada
muestra secuenciada. Para esto, el método de andlisis llamado PCR Amplicon, con
los algoritmos y caracteristicas definidas por defecto por Illumina, era el adecuado.
El programa asigna las lecturas que se obtienen para cada muestra, al reconocer el
par de indices que corresponde a cada una de ellas (demultiplexing). A continuacion,
realiza la eliminacion de la secuencia adaptador CTGTCTCTTATACACATCT,
que se especificd en la sample sheet, para obtener la secuencia proveniente del
amplicon, y no de los adaptadores. Por Gltimo, se genera un archivo FastQ para cada
muestra, el cual contiene las secuencias obtenidas para esa muestra, y parametros de
calidad de cada lectura. Los documentos FastQ se generan para cada muestra, uno

para la lectura 1 y otro para la 2.

4.6.3.2 Analisis secundario de los resultados de la secuenciacion de

nueva generacion
Tras el anélisis primario de la carrera de secuenciacion, los miembros de la Unidad
de Bioinformaética del Instituto de Investigacion Sanitaria Incliva, procedieron al

analisis bioinformatico secundario de los resultados obtenidos de la misma.

-Control de calidad de FastQ
Para comprobar la calidad de los documentos FastQ, se utilizd el programa FastQC,
version  v0.11.5  (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).  Se

calcularon los parametros estadisticos de calidad para los FastQ utilizando el

siguiente comando genérico:

$ fastqc $raw_fastq -o $out_path_preprocessed

Para que el comando anterior se ejecutara para todas las muestras secuenciadas, se

utiliz6 el programa GNU parallel (Tange 2011).
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El programa calcula los pardmetros requeridos para el control de los documentos
FastQ para una libreria de genoma completo. Un resumen de los parametros
relevantes de calidad a tener en cuenta, para el tipo de secuenciacion por amplicones
que se realizo, se enumeran a continuacion:

-Contenido de bases no identificadas (N) por base secuenciada

-Calidad de secuencia por base

-Scores de calidad por secuencia

-Eliminacién de secuencia de bajo Q score de los extremos (Trimming)
En general, los pardmetros de calidad disminuyen al acercarnos a los extremos de las
lecturas de secuenciacion. Por este motivo, se realiz6 un trimming con el programa

seqtk, version 1.0-r82-dirty (Heng Li, https://github.com/Ih3/seqtk), para eliminar las

bases de ambos extremos, que tuvieran bajos scores de Phred de calidad (valor de
corte de la tasa de error de 0.05 y como maximo se cortaron 30 pb). Se utilizo el

siguiente comando para realizar el trimming:

seqtk trimfq $raw_fastq | gzip > $trimmed_fastq

-Repeticion del control de calidad de FastQ
Para comprobar si después de eliminar las bases de baja calidad de los extremos,
mejoraban los estadisticos de calidad de los FastQ, se repitid el calculo de dichos

parametros con el siguiente comando genérico:

$ fastqc $trimmed_fastq -0 $out_path_postprocessed

Para que el comando anterior se ejecute para todas las muestras secuenciadas, se

utilizé el programa GNU parallel.

-Alineamiento de las lecturas
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Para identificar qué lecturas corresponden a cada amplicon secuenciado, deben
compararse las secuencias obtenidas, con una secuencia de referencia conocida
(mapeo). En este caso, se debe usar el genoma humano de referencia. Se utilizo el
programa Burrows-Wheeler Aligner (BWA), version 0.7.12-r1039 (Li y Durbin R.
2010) y samtools, version 1.2 (http://www.htslib.org/). ElI mapeo se realiz6 con la
version de referencia GRCh37 del genoma humano, usando el algoritmo BWA men.
De aqui se genera la informacion para cada muestra en archivos en formato bam.

Se utilizé el siguiente comando para realizar el alineamiento:

bwa mem -t4 -M -R $RGline $SREFERENCE_GENOME $trimmed_fastq_R1

Strimmed_fastg_R2 | samtools view -S -b - > $out.bam

-BAM Sorting
En este paso se procedio a ordenar los archivos bam obtenidos anteriormente, para
poder realizar el llamado de variantes. Se utiliz6 el programa samtools versién 1.2.

El comando genérico utilizado fue el siguiente:

samtools sort -T $temp.bam $in_bam -o $out_sorted.bam

-Cobertura

Este parametro es el nimero medio de lecturas que alinean con (cubren) la secuencia
de referencia conocida, y se obtiene a partir de los documentos con formato bam. En
nuestro caso, para cada amplicon, tendremos una cobertura distinta, ya que alineara
cada amplicon con su region gendmica. Por otro lado, cada muestra tendrd su
cobertura para cada amplicon. Para su célculo, se utilizé el programa bedtools
version v2.25.0 (Quinlan A, Hall 2010).

El comando genérico utilizado se detalla a continuacion:
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coverageBed -f $fraction_bed -F $fraction_bam -d -a $bed -b $bam | grep -v \'"MallV
> $out

-Llamado de variantes

Para el llamado de las variantes estudiadas, se emplearon los programas samtools
mpileup (version 1.2) y BCFtools version 1.2 (https://samtools.github.io/bcftools/).
A partir de la informacion contenida en los archivos bam, se obtuvieron las
variantes, para cada muestra, en un archivo denominado vcf (Variant Call Format).

El comando genérico utilizado fue el siguiente:

samtools mpileup -d 10000 -t DP,DP4 -C50 -E -f REFERENCE_GENOME -u
$sorted_bam | beftools call -¢ -O z -f GQ -0 $out.vcf.gz

-Filtrado de los genotipos y muestras segun su calidad

El pardmetro de calidad de genotipo (GQ, genotype quality) se obtiene para cada
muestra y SNP en el llamado de variantes. EI GQ nos permite predecir si la
variacion estd correctamente nombrada, teniendo en cuenta el score de Phred. El
valor de corte utilizado para dar por fiable el genotipo asignado en el analisis, fue un
GQ mayor a 90%.

Por otro lado, las muestras para las cuales los amplicones tenian una cobertura que
superara el valor de corte de 20 reads (20x), fueron las utilizadas en los pasos
posteriores de andlisis.

Estos dos valores de corte debian superarse para que los genotipos de los distintos

amplicones, en las muestras, se incluyeran en los estudios de asociacion.

4.7 Fase 4: Estudios de replicacion de las asociaciones
halladas
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Para poder iniciar la réplica de los SNPs asociados en la fase 1y 3 con DMT2, OBy
HTA, se obtuvieron 4855 ADNSs de las muestras sanguineas obtenidas a partir del
Estudio Di@bet.es, para su posterior analisis en este trabajo. Este proceso se realizo
en el equipo de extraccion de ADNs Maxwell (Promega, Wisconsin, EEUU).
Se seleccionaron 26 polimorfismos que se asociaban muy significativamente con
DMT2 u otros parametros, 23 de la fase 1 y 3 pertenecientes a la fase 3, para
proceder a la réplica en el estudio Di@bet.es, de dichas asociaciones. La réplica se
realizd6 mediante el genotipado por secuenciacion masiva de los 26 amplicones
especificos de cada SNP, en el equipo Miseq (lllumina, San Diego, California,
EEUU), en la modalidad llamada dual index paired-end. Se utilizo el Miseq Reagent
kit v2 de 300 ciclos (Illumina, San Diego, California, EEUU).
Para secuenciar todas las muestras, se siguieron los mismos pasos que para el
genotipado de los SNPs seleccionados, en la fase 3. Un resumen de dichos pasos, y
los datos especificos para la réplica, se muestran a continuacion:
1-Preparacion de las librerias a partir de los ADNs de la poblacién total: para
obtener las librerias con los 26 amplicones, que incluyen en su secuencia los SNPs
de interés, se realizé lo siguiente:
a) Busqueda de la secuencia y localizacion gendmica de los SNPs de
interés (utilizacion del NCBI GRCh37 y ensembl 82)
b) Disefio de los cebadores para la reaccién de amplificacién especifica
(PCR1) a través del programa informatico Primer3. También se utilizé
el programa Fast PCR de Java para evaluar el comportamiento de estos
oligos en una reaccion multiplex. Por dltimo, se les agregd una
secuencia adaptador universal para el método Nextera de la plataforma
de Illumina, para que puedan ser amplificados los fragmentos
especificos obtenidos con ellos, en un paso posterior. La secuencia
completa de los cebadores utilizados en la PCR1, junto con los
tamafios de los fragmentos de PCR a obtenerse, se detalla en el anexo
"I.
c) Para la incorporacion de un identificador Unico (indices) a cada

muestra, mediante una amplificacion (PCR2), se seleccionaron las
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combinaciones de pares de indices que llevarian cada una de las
muestras de la poblacion en estudio. Esto es necesario para realizar la
secuenciacion dual index, Esa secuencia se une a adaptadores
necesarios para poder hibridar con la PCR1 y con la tecnologia de
secuenciacion de Illumina.

d) Puesta a punto de la PCR1 y PCR2 en multiplex (todos los fragmentos
de interés se amplifican a la vez para cada muestra en cada PCR). En la
tabla 13 se detallan las cantidades de reactivos y condiciones Optimas
que se encontraron para obtener los 26 amplicones de interés en

multiplex.

- Mix de PCR (por muestra) Protocolo de PCR

=lo{>%N -5 ul 2x Qiagen Multiplex Mix 95°C 15 min

-2 ul de H20 98°C 30 seg
-2 ul mezcla de oligos3'y5'a5uM  62°C 30 seg 18 ciclos
-1 ul ADN 72°C 1 min
72°C 10 min
15°C 0
2leiz¥A -5 ul 2x Qiagen Multiplex Mix 95°C 15 min
-2 ul de H20 95°C 30 seg
-2 ul mezcla de oligos3'y5'a5uM  62°C 1 min 30 ciclos
-1 ul de la dilucién 1/20 de laPCR1 ~ 72°C 1 min
72°C 3 min
15°C 0

Tabla 13. Protocolos de PCR1 y PCR2 y cantidades de reactivos y muestra utilizadas en la
preparacion de las librerias.

e) Realizacion de la PCR1 en las 4855 muestras analizadas del estudio
Di@bet.es, obteniéndose los amplicones especificos de todos los SNPs
a genotipar.
Se dispensaron 9 ul de la mezcla de reaccion detallada en el apartado d,
y 1 ul de ADN en las placas de amplificacion.
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Se utilizaron las siguientes concentraciones y cantidades de los 26
pares de cebadores, para obtener la mezcla de oligos a utilizar en la

amplificacion por multiplex:

Fragmento Tamafio PCR1 [iniciall enpM  [final] en uM  Volumen (ul)

rs10891319

rs39830

rs4600063

rs1136224

rs7255180

rs13374037

rs1133322

rs10742816

rs17431357

rs683943 187 100 200

rs1470625
rs1053517 198 100 200
rs4656993

rs2410718 206 100 200

rs535277
22580

H20 (ul)
Volumen total (ul) 10000

Antes de utilizar la mezcla de cebadores de la tabla detallada mas
arriba, en la reaccion de amplificacion por multiplex del apartado d,
ésta se diluyé 1/10 con H20.

f) Realizacion de la PCR2 a partir de la PCR1 sin dilucion.



En este paso, se incorpora en el fragmento de interés obtenido en la
PCR1, un dnico par de indices que identificard a cada muestra por
separado, ademas del adaptador necesario para su posterior
secuenciacion. Se dispensaron 7 pl en cada pocillo de placas de 384, y
se les agregd 2 pl del par de cebadores correspondiente para cada
muestra, y finalmente 1 ul del producto de PCR1.

Se amplificaron las muestras en los termocicladores, segin las
condiciones descritas en el apartado d.

g) Se agruparon las PCR2 de las 4855 muestras de la poblacion total
tomando una alicuota de cada una (2ul). Se purificd y se cuantificd por
fluorescencia.

Se dispensaron 2 ul de la PCR2 de cada una de las 4855 muestras
incluidas en este estudio, para obtener el pool a secuenciar en el Miseq.
Se purificaron 3 alicuotas de 20 ul con el producto de purificacién de
PCRs llamado MagSi-ADN clean ™ (MagnaMedics, Geleen,
Holanda), de la misma forma que en el apartado 4.6.1.
Tras la purificacion del pool de la PCR2, se realiz6 la cuantificacion
por fluorescencia del producto obtenido, utilizando el kit Quantifluor®
dsADN system y el sistema de deteccion “GloMax®-Multi Detection
System” (Promega, Madison, EEUU).
Se realiz6 una dilucion del pool a 10 nM, y después a 4 nM, segun las
recomendaciones de Illumina, para iniciar el protocolo de secuenciacion del Miseq.
2-Secuenciacion de la muestra
Se cargé el pool obtenido en el secuenciador Miseq, seguin las instrucciones del
protocolo confeccionado por Illumina. Se realiz6 una carrera llamada dual index
paired-end, lo que significa que se utilizaron 2 indices para identificar cada muestra
(dual index) y que se secuencid a cada amplicon en direccion directa y reversa
(paired-end). Se realizé una carrera 2x150 ciclos.
La técnica de la secuenciacion por sintesis (SBS) se detalla en el punto 4.6.2, en la
fase 3.

3-Analisis bioinformatico de los resultados
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Se realizd el anélisis bioinformético correspondiente para determinar los genotipos
de los SNPs de forma similar al realizado en la fase 3. Los pasos que se siguieron
estan indicados en el apartado 4.6.3.

Para el control de calidad de la carrera en el secuenciador, algunos parametros que
definen si una carrera de 2x150 ciclos es correcta, con los reactivos de Miseq v2,
varian con respecto a la de 2x250 realizada en la fase 3. Los valores que cambian

para el tipo de carrera utilizados aqui, se detallan en la tabla 14.

Parametro | Especificacion basada en carrera de PHIX

Output 4.5-5.1 Gigabases

Q score > Q30 en més del 80% de bases

Tabla 14. Valores de Output y Qsore que se deben obtener en la carrera de secuenciacién en
Miseq para la modalidad 2x150 de PE-Dual Index.

Se consideraron fiables los genotipos que presentaban un score de calidad de
genotipo (GQ) mayor al 90%. Las muestras y amplicones con una cobertura mayor a

10x se incluyeron en los analisis de asociacion posteriores.

4.8 Analisis estadisticos

Las poblaciones incluidas en este trabajo se analizaron inicialmente de forma
individual, y juntando después el total de individuos de los estudios Segovia,
Pizarra y Hortega, para utilizar esta poblacién total en el estudio preliminar.
Como poblacidén para replicar los resultados de asociacion obtenidos, se utilizé
el Estudio Di@bet.es.

4.8.1 Estadistica descriptiva

Se realiz6 un analisis descriptivo de todos los parametros relevantes de las
poblaciones mediante el programa estadistico SPSS (SPSS International Business
Machines, IBM, Nueva York). Se calcularon estadisticos basicos descriptivos como
son las medidas de posicion (media, mediana), de dispersion (varianza, desviacion

tipica), histogramas y calculos de intervalos de confianza.
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4.8.2 Estudios de asociacion

Con los genotipos de los SNPs de la CMR obtenidos por SNPlex, decodificados a
partir del programa GeneMapper v3.7, se procedid a realizar el anélisis estadistico
correspondiente, para asociar la presencia de un genotipo especifico, con fenotipos
relacionados con la diabetes mellitus tipo 2, en cada poblacién incluida en este
trabajo.

Se estimé la prevalencia en la poblacién de estudio para cada alelo y cada posible
genotipo, se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas. Antes de empezar el
estudio de asociacion entre polimorfismos y la DMT2, se realizo el test exacto de
equilibrio de Hardy-Weinberg para comprobar la independencia de los alelos
heredados por ambos padres. Este test estadistico compara la frecuencia observada
del alelo con la esperada asumiendo independencia, con una distribucién chi-
cuadrado de un grado de libertad. Se tom6 como valor de corte, el nivel de
significacién 0.05 dividido por el ndmero de SNPs estudiados, o sea 0.05/96
(0.0005) para la fase 1 del analisis, 0.05/9 (0.0055) para la fase 3, y 0.05/26 (0.0019)
para la fase 4. Se han mostrado en este trabajo, asociaciones con mayor p-valor que
el punto de corte descrito, debido a que en un paso posterior se replicaran los
resultados obtenidos.

Desde el punto de vista estadistico, un polimorfismo se considera como una variable
categdrica con un nivel posible para cada genotipo. Una de las categorias se toma de
referencia, y suele ser la forma homocigota mas frecuente, con la que se comparan el
comportamiento de los otros posibles genotipos. Las asociaciones entre
polimorfismos y las variables a estudiar, se realizaron utilizando los modelos
estadisticos siguientes: si la variable era categorica binaria, se asumi6 un disefio
caso-control y se utilizd el modelo de regresién logistica incondicional, si la
respuesta era cuantitativa, se consider6 una poblacion Gnica y se usaron modelos de
regresion lineal. Para las respuestas binarias, se calcularon OR e intervalos de
confianza del 95 % ademas de las frecuencias genotipicas. Para las variables
cuantitativas, la regresion lineal se resumio calculando las medias, el error estandar
y las diferencias entre las medias respecto a la categoria de referencia, con un

intervalo de confianza del 95 %. Se asumid el modelo de herencia codominante en
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primer lugar, pero si era posible, los modelos dominante, recesivo y aditivo también
se utilizaron, para encontrar el modelo que mejor se ajustara.

Las variables que se analizaron se detallan a continuacion:

= Glucemia
= DMT2

= |MC

= Cintura

= OB

= OB Central
= PAD

=  PAS

= HTA

Se usaron como covariables la edad y el género en todas las asociaciones
estadisticas realizadas. Como el IMC es un factor que influye directamente sobre la
DMT2 yla HTA, se us6 también como covariable este parametro, ademas de la edad
y el género, en todas las variables relacionadas con la hipertension arterial y la
diabetes. Esto nos permitio descartar que el efecto del SNP sobre el fenotipo al que
se asocid estuviera ligado al IMC. Para el estudio de asociacion de los genotipos con
la glucemia, PAD y PAS, se eliminaron los pacientes bajo tratamiento: para analizar
glucemia se incluyeron los individuos no tratados para la DMT2, y para PAD y PAS
los que no recibian tratamiento con antihipertensivos.

Todos los estadisticos antes descritos para el anélisis de asociacidn, se llevaron a
cabo con el programa bionformatico SNPStats (Solé et al 2006) del Instituto catalan

de oncologia (http://www.gencat.cat, Catalufia). Este programa utiliza el paquete de

R (R Development Core Team, 2005, http://www.R-project.org), junto con los

paquetes haplo.stats (Sinnwell and Schaid, 2005, http://mayoresearch.
mayo.edu/mayo/research/biostat/schaid.cfm) y genetics (Warnes and Leisch, 2005).
Este analisis se realiz6 en primer lugar en cada poblacion individual, y
posteriormente, en la poblacion total obtenida al juntar los estudios Pizarra, Hortega
y Segovia, para aumentar el tamafio muestral.

A su vez, se realizaron estudios de asociacién similares, en subgrupos de la

poblacion general total, para hallar asociaciones que afecten a una subpoblacion en
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particular. Se obtuvieron la poblacién femenina y masculina por separado, para
analizar el comportamiento de los SNPs e inferir si el género afecta sus
asociaciones. Ademas, se seleccionaron los pacientes obesos por un lado y no
obesos por otro, para buscar los SNPs que se relacionaban con diabetes, en esos
subgrupos de la poblacion total, para evaluar una posible interaccion entre la
asociacion y la obesidad.

Para realizar la réplica de las asociaciones halladas en el primer cribado, se realiz6 el
mismo analisis estadistico entre las variables y los SNPs seleccionados por su
asociacion significativa, en la poblacion Di@bet.es. Los polimorfismos replicados,
se analizaron demanera similar en la poblacion conjunta de los 4 estudios incluidos

en este trabajo.
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5. Resultados

5.1 Fase 1: Estudio de polimorfismos de la CMR

5.1.1 Caracteristicas generales de las poblaciones analizadas

El andlisis de polimorfismos de la primera fase se ha realizado en las muestras de los
estudios Hortega, Pizarra y Segovia. Se han analizado de forma independiente cada
poblacion, y posteriormente, se han sumado todas las muestras para comprobar el
efecto conjunto. Las caracteristicas mas relevantes de los individuos incluidos en

cada estudio, y de todos en su conjunto se muestran en la tabla 15.

5.1.2 Asociaciones de los polimorfismos de la CMR con OB,
DMT2y HTA

De los 96 polimorfismos, pertenecientes a 29 genes de la CMR, que se han
seleccionado para el estudio, 7 no han podido ser detectados mediante la técnica
SNPIlex. Se han excluido 4 SNPs que no cumplian con el equilibrio de Hardy-
Weinberg (p-valor > 0.0005 para cumplir este equilibrio). El porcentaje de
genotipado ha sido mayor a 90 % en todos los SNPs analizados en las tres
poblaciones individuales y en la poblacion total, asi como en los subgrupos de la
poblacién total que se han estudiado. Unos 23 SNPs no se han incluido en los
andlisis, debido a que se ha detectado 1 solo genotipo en nuestra poblacién, hecho
que podria deberse a una deteccion incorrecta por esta metodologia, de esas
variaciones. Finalmente, se han podido utilizar para los analisis de asociacion 66 de
las variantes.

El estudio de asociacion con DMT2, OB y HTA, se realiz6 primero en cada
poblacién individual, con el fin de seleccionar los polimorfismos con asociaciones
significativas y con tendencias alélicas similares en los tres estudios. Posteriormente,
los SNPs que se comportaban de manera similar en las tres muestras independientes,
se analizaron en la poblacion obtenida al juntar los tres estudios. Finalmente, a la
poblacion conjunta se la agrup6 en poblacion femenina y masculing, y obesa y no

obesa por separado, para detectar las asociaciones especificas en estos subgrupos.

99



Variables Poblacion total (n=3731) | Estudio Hortega Estudio Pizarra Estudio Segovia
(n=1502) (n=988) (n=1241)

514.(159) 544 (19.3)* 461 (139y+++ 319 (108)**

0 (05 M%)
e VSR s o) TsHs02) TS0 8 365(36.9)/616(623)F**  S62(45.3)/6T9(54 Ty

IMC (kg/m2) 77446) 264 (1)* 286 (5344 77 (43

936 (13.1) 296 (130 b Hiay

95,69 Q4.1) 2.5 04y 1068 (L7 B As4

1206 (20.3) 130.74 21.6y* 132.78 (18.5)y**+ 1257 (19.3)*+

797 (100) 79.1 (10.7)* 817 (114)*** 787 (10.8)**

012 (253) 262 (174) * 331 (3354 319 (257
DMTZ (N(%))

Tabla 15: Caracteristicas generales de los estudios Hortega, Pizarra y Segovia
individualmente y como una poblacién Unica. H: Hombre. M: Mujer. IMC: indice de masa
corporal. Los valores de esta tabla se expresan como la media (SD) excepto para las variables
sexo, OB, OB Central, DMT2, HTA. Diferencias significativas entre las medias se indican de
la siguiente manera: * indica p< 0.001 entre Hortega y Pizarra, ** p<0.001 entre Hortega y
Segovia, *** p<0.001 para Pizarra y Segovia y **** indica p<0.05 comparando Hortega and
Segovia.

1614 (44.6) 41 (29.4)* 599 (60.6)*** 574 (6.3
434 (12.0) 114 (7.6)* 194 (19.6)**+ 126 (10.2y#+++

1798 (49.5) 642 (12.7)* 607 (61.4) *** 549 (142)

Los diferentes estudios de asociacion se muestran, en ciertos casos, con valores de
p<0.05, dado que las asociaciones pueden no ser significativas en todas las
poblaciones individuales. Debido a que en un paso posterior se van a replicar los
resultados, utilizar estos valores puede permitir detectar polimorfismos con una
asociacién no muy fuerte en alguna poblacion o en las poblaciones por separado.

5.1.2.1 Asociaciones de los polimorfismos de la CMR y la OB

5.1.2.1.1 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y Obesidad en las

poblaciones individuales

Se han obtenido los resultados de asociaciones de los SNPs a estudiar y la OB, en

los estudios Pizarra, Hortega y Segovia de forma independiente. En la tabla 16 se
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indican los polimorfismos que se asociaban significativamente, o se acercaban al p-
valor de 0.05, en alguno de los estudios analizados, y que tenian la misma tendencia
en los restantes, al evaluar el riesgo de OB y el IMC.

‘ ESTUDIO HORTEGA ESTUDIO PIZARRA ESTUDIO SEGOVIA
N IMC Obesidad IMC Obesidad IMC Obesidad

(Kg/m2) OR/95% CI Kg/m2 | OR/95% ClI Kg/m2 | OR/95% ClI

SDHC AA 1250 26.46+0.12 1 28.7+0.19 1 943 27.71+0.1 1
AG-GG 183 26.16+0.3 0.82/0.55-1.22 96 27.86+04 0.47/0.28-0.78 132 2721403 0.88/0.57-1.36
HWE:1 p-valor 0.9 0.33 0.071 0.0025 0.22 0.57
COX7A2 CC-CG 1410 26.4+0.11 1 865 2858+0.1 1 1074 2762+0.1 1
GG 4 28.76+2.16 2.65/0.33-21.14 4 32.33+0.3 NAJ0.00-NA 2 31.18+4.6 3.17/0.19-52.05
HWE:0.6 p-valor 0.3 0.36 0.044 0.001 0.22 0.43
NDUFS1 TT 1308 2641+0.12 1 799 28.49+0.1 1 1028 27.56+0.1 1
CT-CC 114 26.62+0.44 1.13/0.72-1.77 77 29.85+0.6 1.5/0.91-2.48 65 27.92+0.6 1.28/0.73-2.23
HWE:1 p-valor 0.34 0.6 0.016 0.12 0.48 0.39
NDUFS2 AA-AG 1379 2643+0.11 1 838 2859+0.1 1 1051 2757+0.1 1
GG 35 26.12+0.79 2.34/111-4.91 25 29.12+0.7 1.24/052-2.95 20 28.83+0.9 2.47/1.00-6.06
HWE:0.36 p-valor 0.65 0.047 0.66 0.63 0.27 0.055
NDUFS5 Cc-CG 1309 2647+0.12 1 832 28.63+0.1 1 947 2760.14 1
GG 115 25.78+0.31 0.67/0.41-1.10 38 27.66x0.7 0.86/0.41-1.81 89 27.21+04 0.89/053-1.5
HWE:0.76 p-valor 0.049 0.11 0.38 0.69 0.25 0.66
Tabla 16. Asociaciones con el IMC y la OB en las poblaciones individuales de esta fase
preliminar.

En el estudio Hortega, se han obtenido asociaciones con la presencia del genotipo
GG del SNP rs1136224 y un mayor riesgo de OB, como asi también con el genotipo
GG del rs11205591 y un menor IMC. Para esos polimorfismos, dichos genotipos
han mostrado la misma tendencia en las 2 poblaciones restantes.

En el caso del Estudio Pizarra, el alelo G del polimorfismo rs4600063 se ha
asociado con bajo riesgo de OB, mientras que el alelo C del rs3770989 y el genotipo
GG del rs683943, han mostrado valores mas elevados de IMC. En las 2 poblaciones
restantes, estos SNPs han presentado el mismo comportamiento, sin llegar a ser
estadisticamente significativo.

Los resultados detallados de las asociaciones de los SNPs con obesidad central y

cintura, en las tres poblaciones analizadas, se presentan en la tabla 17.
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ESTUDIO HORTEGA ESTUDIO PIZARRA ESTUDIO SEGOVIA

Genoti N Cintura OB Central N Cintura OB Central \] Cintura OB Central
po (cm) OR/95% CI (cm) OR/95% ClI (cm) OR/95% ClI
SDHB T 1319 89.7+0.36 1 831 99.29+0.4 1 1023 89.92+0.3 1
GT-GG 104 8835+1.36 | 0.86/053-1.41 49 95.88+16 0.43/0.23-0.81 74 8853+14 0.85/0.51-1.43
HWE:0.6 p-valor 0.16 0.55 0.048 0.0091 0.35 0.54
SDHC AA 1250 90+0.37 1 772 99.13+0.4 1 943 89.97+0.3 1
AG-GG 183 87.09+0.95 0.65/0.44-0.97 96 97.75+1.2 1.0/0.61-1.62 132 89.81+1 0.85/0.57-1.27
HWE:1 p-valor 0.32 0.031 0.16 0.99 0.56 0.43
SDHD AA 691 88.93+05 1 401 98.09+0.6 1 571 89.05+05 1
AG-GG 726 90.16+0.48 1.04/0.82-1.33 478 99.97+0.6 1.23/091-1.68 492 90.65+05 1.08/0.83-1.41
HWE:0.37 p-valor 0.24 0.74 02 0.18 0.028 057
COX7A2 CC-CG 1410 89.56+0.35 1 865 98.97+0.4 1 1074 89.92+0.3 1
GG 4 98674296 | 6.57/0.37-117 4 106+3.39 6.5/0.54-77.57 2 935+3.52 1.68/0.08-33.71
HWE:0.63 p-valor 0.042 0.18 0.094 0.12 0.67 0.74
NDUFS5 CC-CG 1309 89.76+0.36 1 832 99.01+0.4 1 947 89.84+0.3 1
GG 115 87.89+1.18 0.68/0.42-1.09 38 98.15+19 1.77/0.79-3.97 89 88.96+1.2 1.14/0.7-1.87
HWE:0.76 p-valor 0.046 0.1 0.91 0.16 0.53 0.6

Tabla 17. Asociaciones con la cintura y la OB Central en las poblaciones individuales de esta
fase preliminar.

Se ha encontrado que el alelo G del polimorfismo rs10891319, y el genotipo GG del
rs683943, presentaban valores de cintura mas altos en las tres poblaciones, mientras
que el alelo G del SNP rs1022580, y el genotipo GG del rs11205591, mostraban
medidas de cintura méas bajos. En la figura 30 se muestra el comportamiento de los
valores de cintura, en los distintos genotipos del rs1022580, para las tres poblaciones
analizadas. Con un menor riesgo de padecer OB Central, se ha hallado el alelo G de
las variantes rs1022580 y rs4600063, siendo estadisticamente significativa dicha

asociacién en el Estudio Pizarra y en el Hortega, respectivamente.

rs1022580

£ 100
=
E 90 - - BmTT
=
B B GT-GG
.5 80

HORTEGA  PIZARRA  SEGOVIA

Figura 30. Comportamiento de los valores medios de cintura para los distintos genotipos del
polimorfismo asociado, en las tres poblaciones analizadas (SD es cercana a 0 en los genotipos
TT y por lo tanto no es visible en el grafico).
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5.1.2.1.2 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y OB en la

poblacién total
Una vez obtenidos los resultados de asociacién de los estudios de Pizarra, Segovia y

Hortega, se han seleccionado todos los SNPs que presentaban alguna asociacion y
que tenian la misma tendencia en las poblaciones analizadas independientemente,
con respecto a su comportamiento con el IMC, cintura, riesgo de OB o de OB
Central, para proceder a su estudio en la poblacion conjunta.

En los andlisis de asociacion de OB e IMC, en la poblacién conjunta de los estudios
Pizarra, Hortega y Segovia, se han hallado asociaciones significativas en los 7 SNPs
que se seleccionaron al evaluar su comportamiento con dichas variables, a partir de
las poblaciones por separado. El rs1136224 no ha mostrado asociacion con el IMC
al igual que sucedia en las poblaciones independientes. En la figura 31 se muestra el
comportamiento de las diferencias entre las medias de IMC, de dos de los SNPs
asociados con esta variable, en los estudios analizados por separado y en la
poblacion conjunta. Los polimorfismos rs4600063, rs11205591, rs683943 y
rs10891319, ademéas de haberse asociado con el riesgo de padecer OB, se han
asociado con el IMC. Mientras que en los dos primeros, sus alelos minoritarios
mostraban valores bajos de IMC y menor riesgo de OB, en los dos restantes

presentaban IMC altos y mayor riesgo de OB.

A rs10891319 B rs11205591
& Whole population — whale population ———
»

§ Sopovia| }—s—st $ Segovia ——

g Pizara ~—~—< g Pizarra ,_._._.

g bortga | —o—s ¥ wowpn| ]

: A T+ 1 .
BIM Difference (95% CI) BM Difference (95% CI)

Figura 31. Comportamiento de las diferencias entre las medias del IMC de los genotipos AG-GG
del10891319 (A) y del genotipo GG del rs11205591 (B) asociados con esa variable, respecto a los
genotipos tomados como referencia, en las poblaciones individuales y en su conjunto. Whole population:
poblacion total analizada. BMI: IMC.
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De manera similar, hemos hallado asociaciones con Cintura y OB Central en 6 de
los 7 polimorfismos seleccionados en la muestra total. Los SNPs rs3770989 y
rs1136224 no han mostrado asociacion significativa con cintura ni en esta poblacion
ni en las poblaciones individuales, al contrario del rs4600063, que al analizar los tres
estudios en conjunto, si lo hizo. Se han relacionado cuatro SNPs con OB Central, sin
embargo, so6lo los polimorfismos rs1022580 y rs4600063 tenian asociacion en
alguna de las poblaciones independientes. En la tabla 18 se detallan los resultados

obtenidos del andlisis de todos los parametros de obesidad en la poblacién conjunta.

) No Obesos No obesidad Obesidad
IMC (Kg/m2) | Cintura (cm) Obesos (/%)  OR/95% Cl OR/95% CI

(n/%) central (n/%) central (n/%)
ISDHB 317 27.4+0.1¢ 92.3£0.2 2276/93 892/94.3 1 1840/92.6 1374/94.5 1
GT-GG 227, 26.6+0.28; 90.0+0.9 1707 54/5.7 0.82/0.59-1.13] 148/7.4 80/5.5 0.72/0.53-0.97|
p-valo 0.014 0.0062 021 0.026
HWE:0.6
ISDHC AA 2965 27.410.1 92.4£0.2 2109/86 851/90.4 1 1717/86.7 1289/89.6 1
AG-GG 411 26.8+0.2 90.5+0.6 318/13.1 90/9.6 0.72/0.56-0.92 263/13.3 150/10.4 0.76/0.61-0.96
p-valor 0.04 0.014 0.0072 0.02
HWE:1
ISDHD AA 1663; 27.1x0.1 91.2£0.3 1243/51 4221454 1 1008/51.2 681/47.6 1
AG-GG 1696 27.6+0.1 93.1+0.3 1178/48 508/54.6 1.25/1.08-1.46} 962/48.8 749/52.4 1.14/099-1.32
p-valor 0.0004 0.0001 0.0038 0.097
HWE:0.37
COX7A2 CC-CG 3349 27.410.1 92.1+0.2 2416/99 924/99.2 1 1965/99.8 1426/99.6 1
GGl 1 30.7+1.2 1008+2.5 3/0.1 7/0.8 6.83/1.72-27.14} 3/0.2 6/0.4 4.75/1.04-21.7
p-valo 0.018 0.044 0.0039 0.034
HWE:0.63
NDUFS1 TT| 3135 273101 92.10.2 2273/92 857/91.2 1 1830/92.2 1347/92.9 1
CT-CC 256 27.9+0.32 92.7+0.9 173/7.1 83/8.8 1.30/0.99-1.72; 154/7.8 103/7.1 0.92/0.70-1.21
p-valor 0.026 0.29 0.066 0.56
HWE:1
NDUFS2 AA-AG 3268 273101 92.06+0.2 2364/98 897/96.3 1 1921/98.2 1390/97.1 1
GGl 8 27.7+05 94.65+1.6) 44/1.8 34/3.6 2.02/1.27-3.21} 35/1.8 4212.9 1.78/1.09-2.90)
p-valo 0.52 0.13 0.0034 0.02
HWE:0.36
NDUFS5 CC-CG| 3088 274101 9228+02  2219/92 863/94 1 1813/92.5 1315/93.1 1
GGl 242 26.6%0.2 89.93+0.8) 184/7.7 55/6 0.72/0.52-0.99 146/7.5 97/6.9 0.83/0.62-1.11
p-valo 0.0011 0.0012 0.039
HWE:0.76

Tabla 18. Resultados de las asociaciones del analisis de OB en la poblacién total de la fase preliminar.

5.1.2.1.3 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y OB en
subpoblaciones

Hemos procedido a estudiar las variaciones de CMR en subgrupos de la muestra,
con el fin de detectar un mayor efecto de alguna de las variables, sobre una
subpoblacion en particular. En el caso de OB, se analizé a las poblaciones masculina
y femenina por separado. En la poblacion diabética, el estudio no lo hemos realizado
al haber pocos pacientes con la enfermedad, lo que suponia un bajo poder estadistico

si se dividia la muestra.
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5.1.2.1.3.1 Resultados de las asociaciones segun género

Se analizaron las asociaciones en la poblacién masculina y femenina de la poblacion
total, de forma independiente. Los resultados para cada género por separado, para las
variables OB e IMC se muestran en detalle en la tabla 19, y para Cintura y OB
Central en la tabla 20. Al analizar el IMC, los SNPs rs1022580 y rs3770989 han
presentado una asociacion mas significativa en la poblacion de mujeres, que en la
poblacién general. Por otro lado, el rs1136224 muestra asociacion en la poblacion
masculina, mientras que en la general no la presentaba. Al estudiar el riesgo de OB,
hemos encontrado una asociacion del alelo C del rs3770989, con un mayor riesgo en

las mujeres, a pesar de que en la poblacion general no se viera ninguna.

e IMC (Kg/m2) No Obesos Obeses OR(95% ClI)
: m.
pacientes g (N©)) ) ®

Genoti H M H M H
po

rs3770989 T 1416 274601 27.21x0.1 1069 1202 364 493 1 1
(92) (93) (9338) (89.3)
CT-CC 115 141 27.04+03 286405 91 82 24 (6.2) 59 0.79/0.50-1.26 1.89/1.30-2.73
(7.8) (6.4) (10.7)
HWE:1 p-valor 0.31 0.0004 0.32 0.0009
rs1022580 T 1427 1744 274401 274101 1082 1192 361 531 1 1
(93) (92) (93) (95.2)
GT-GG 105 122 272303 26.14+04 78 92 27(7) 27 (4.8) 1.04/0.66-1.64 0.65/0.41-1.03
6.7) (7.2)
HWE:0.6 p-valor 0.57 0.0054 0.86 0.061
rs1136224 AA 1142 1372 27.31+0.1 27.34+0.1 883 949 271 409 1 1
@) (74) (70.4) (749)
AG-GG 369 464 277702 27.22+02 257 318 114 137 1.46/1.12-1.89 1.05/0.82-1.34
(22) (25) (29.6) (25.1)
HWE:0.2 p-valor 0.034 0.95 0.0052 0.7
7

Tabla 19. Asociaciones con IMC y OB en hombres (H) y mujeres (M) de la poblacién total
estudiada en la fase preliminar. N: nimero de muestras.

Con respecto a los valores de cintura, se ha encontrado asociacion del rs3770989 en
mujeres, que no esta presente en el conjunto de la poblacién. Por el contrario, el
SNP rs4600063 se asocio en la poblacién total, pero no en el analisis de los géneros
por separado. El comportamiento de los genotipos del rs1022580 fue el mismo en
mujeres y en poblacion general, con una asociacion mas significativa en la segunda.

En OB Central, el alelo G del rs4600063, se relacion6 a menor riesgo, de forma mas
significativa en mujeres que en la poblacion conjunta de los tres estudios. De manera
opuesta, el rs1022580 se asocid con menor fuerza en mujeres que en la poblacién

total.
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Poblacion total N° de Cintura (cm) No Ob Central Ob Central (n(%)) OR (95% CI)
pacientes (N(%))

Hombres Genoti- H M M M ] M H

pos

rs4600063 AA 1360 1608 96.7 88.71 973 743 397 891 1 1
©02) ©0.36) (88.3) (84.7) (882) (902)
AG-GG 182 227 956 86.33 129 134 53 97 1.05(0.74-1.49) 0.61(0.45-0.82)
©7) ©092) (11.7) (153) (118) (9.8)
HWE:0.64 p-valor 0.26 0.063 0.77 0.0011
rs11205591 CC-CG 1415 1675 96.6 88.62 1007 806 416 899 1 1
(0.2) (0.35) (92.7) (923) (945) (926)
GG 102 139 952 86.02 7903) | 67@7) | 24(5) 72 0.720.44-1.16) | 0.91(0.62-1.31)
0.9) (1.13) (7.4)
HWE:1 p-valor 0.18 0.011 0.17 0.60
rs3770989 T 1432 1709 96.7 88.18 1018 811 421 925 1 1
0.2) (0.34) (92.4) (92) (933) (92.7)
cT-cC 112 140 950 9076 84 (7.6) 70 (8) 30 (6.7) 73 0.91(058-1.42) | 0.92(0.64-1.33)
(1.0) (1.32) (7.3)
HWE:1 p-valor 0.21 0.016 0.68 0.65
151022580 TT 1438 | 1737 96.6 8867 1023 816 424 949 1 1
©0.2) (0.34) (92.7) (92.4) (94.2) (94.6)
GT-GG 107 119 952 8538 81(73) | 67(7.6) | 26(58) 5 0.77(0.48-1.22) | 0.67(0.45-1.00)
0.9) (1.27) 4(54)
HWE:0.6 p-valor 0.15 0.011 0.26 0.05

Tabla 20. Asociaciones con cintura y OB Central en hombres (H) y mujeres (M) de la
poblacion total estudiada en la fase preliminar. N: nimero de muestras.

5.1.2.2 Asociaciones de los polimorfismos de la CMR y la DMT2

5.1.2.2.1 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y DMT2 en las

poblaciones individuales
Hemos analizado los datos de asociacion de los estudios de Pizarra, Segovia y

Hortega, y se seleccionaron todos los SNPs que presentaban alguna asociacion
significativa (p<0.05) en alguna de estas poblaciones, y que tenian la misma
tendencia en las restantes, con respecto a su comportamiento con el riesgo de DMT2
y valores de glucemia. Los parametros estadisticos obtenidos al realizar las
asociaciones con DMT2 en las poblaciones independientes se muestran en la tabla
21.

En el Estudio Hortega, los polimorfismos rs2410718, rs1136224 y rs11205591 se
asocian significativamente con el riesgo de padecer DMT2. Los alelos minoritarios
de los dos primeros SNPs mostraron un aumento del riesgo de padecer DMT2 y el
alelo G del SNP rs11205591 present6 efecto protector contra el riesgo de DMT2. El
rs2410718 se asocié de manera similar en la poblacion de Pizarra, lo que refuerza el

hallazgo. En la poblacion de Segovia, hemos encontrado una asociacion significativa
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con el SNP rs4656993, en la que para el alelo A, se ha obtenido menos riesgo de
DMT?2.

Con respecto al comportamiento de los SNPs asociados con glucemia, el
rs17431357 ha mostrado valores mas altos de glucemia para el genotipo TT en las
tres poblaciones independientes, aunque so6lo es significativa la diferencia de
glucemias entre genotipos en el estudio Hortega. Estos resultados se muestran en la
figura 32. A pesar de que en el estudio Hortega, los SNPs rs4806187 y rs4656993
no han mostrado la misma tendencia que en el resto de poblaciones, esos
polimorfismos se han incluido en el estudio posterior en la poblacion conjunta,
debido a que las diferencias no son del todo concluyentes. Las asociaciones de las

variantes con la glucemia se detallan en la tabla 22.

ESTUDIO HORTEGA ESTUDIO PIZARRA ESTUDIO SEGOVIA

DMT2
(n(%)

(n(%) OR(95% CI) DMT2 (n(%)
T2(n(%)

OR(95% CI (n(%) (n(%) OR(95% CI)

No DMT2 DMT2 No DMT2

DMT2 No DM DMT2 DMT2

COX7C GG 1225(92) | 92 (84) 1 577(92) 132(86) 1 859 (92) 93(93) 1
AG 90(6.8) | 15(13) 2.16/1.15-4.06 48 (7.7) 19(125) 1.88/1.03-3.44 67 (7.2) 7(7) 0.94/0.41-2.15
HWE:0.17 AA 3(0.2) 2(1.8) 1047/1.28-85 1(0.2) 1(0.7) 3.58/0.20-65.5 3(0.3) 0(0) 0.00/0.00-NA
p-valor 0.0032 0.044 071
NDUFS2 AA 976(74) 69(64) 1 464(75) 108(71) 1 721(78) | 76(738) 1
AG 301(23) 33(30) 1.73/1.09-2.75 141(22) 36(23.8) 1.37/0.85-2.21 182(20) | 24(233) 1.24/0.75-2.03
HWE:0.26 GG 30(2.3) 5(4.7) 2.59/0.89-7.57 12(1.9) 7(4.6) 2.56/0.81-8.09 16(1.7) 3(29) 1.55/0.43-5.56
p-valor 0.0077 0.057 031
NDUFS2 GG 293(37) 22(38) 1 237(38) 62(40.8) 1 330(39) | 55(545) 1
AG-AA 824(62) 67(61) 0.73/0.48-1.13 384(61) 90(59.2) 0.79/0.53-1.19 503(60) 6(45.) 0.54/0.36-0.83
HWE:0.06 p-valor 0.16 0.26 0,0049
NDUFS5 CC-CG | 1203(91) | 106(98) 1 592(95) 149(98) 1 813(91) | 92(939) 1
GG | 113(86) 2(18) 0.19/0.05-0.81 30(4.8) 3(2) 0.46/0.12-1.67 79(8.9) 6(6.1) 0.68/0.28-1.66
HWE:0.7 p-valor 0.0039 0.2 0.38

Tabla 21. Asociaciones con DMT2 al analizar los estudios de la fase 1 de forma
independiente.

rs17431357
k- - 130
E R 110 m CC-CT
Qo % 90 -
EE 5 - =T
&)

HORTEGA PIZARRA SEGOVIA

Figura 32. Comportamiento de los genotipos del polimorfismo rs17431357 respecto a las
medias de glucemia que presentan, en los tres estudios incluidos en el andlisis de asociacion
(SD es cercana a 0 en los genotipos CC-CT y por eso no es visible en el gréfico)
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HORTEGA PIZARRA SEGOVIA

Genotipo \ Glucemia \} Glucemia Glucemia

(Media mg/dI+SD) (Media mg/dI+SD) (Media mg/dI+SD)

UQCRQ 90.66+0.54 100.25+0.74 89.48+0.57
AG-AA 370 90.95+0.82 204 103.58+1.55 281 91.83+1.24
HWE:0.9 p-valor 0,74 0.034 0,061
ICOX6A1 CC-CT 1362 90.76+0.45 689 101.13+0.69 983 90.15+0.53
TT 5 106.2+12.44 3 120+14.29 6 91.67+5.35
HWE:0.45 p-valor 0.023 0.06 0.67
NDUFS2 GG 509 89.94+0.61 267 102.1+1.25 375 92.01+1.01
AG-AA 855 91.28+0.62 423 100.65+0.83 541 88.96+0.61
HWE:0.06 p-valor 0.5 0.18 0,009
ICOX6B1 AA 343 90.24+1.0 197 103.28+1.52 245 91.07 (1.13)
AG 701 91.4£0.62 351 100.8+0.93 472 90.14 (0.82)
HWE:0.94 GG 322 90.01+0.83 149 99.34+1.3 263 88.77 (0.83)
p-valor 0.99 0.028 0.13

Tabla 22. Asociaciones con valores de glucemia en el analisis individual de los estudios de la
fase 1.

5.1.2.2.2 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y DMT?2 en la
poblacién total
En los estudios de asociacion de los SNPs de la CMR con la DMT2, en la poblacién

conjunta de Pizarra, Hortega y Segovia, hemos encontrado asociaciones
estadisticamente significativas con todos los genes que se seleccionaron en el
analisis de los estudios individuales, por su asociacion con DMT2: COX7C,
NDUFS5 y NDUFS2. Los alelos minoritarios del SNP rs2410718 perteneciente a
COXT7C, y del rs1136224 de NDUFS2, se asociaron con un aumento del riesgo de
DMT2, mientras que el alelo G del polimorfismo rs11205591, y el alelo A del
rs4656993 (genes NDUFS5 y NDUFS2 respectivamente), con un efecto protector
(tabla 23). En todos los casos, hemos obtenido una asociacién mas significativa en al
analisis conjunto, que en el estudio de las poblaciones de forma separada, reforzando
dicha asociacion. En la figura 33 se muestra el comportamiento de los OR obtenidos

al analizar la DMT2 en las distintas muestras.
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Genotipo | No DMT2 (n(%)) ‘ DMT2 (n(%)) ‘ Riesgo de DM T2 OR(95% Cl)

p-valor
COX7C GG 2661 (92.6%) 317 (87.8%) 1
AG 205 (7.1%) 41 (11.4%) 1.70 (1.18-2.47)
HWE:0.21 AA 7 (0.2%) 3(0.8%) 4.34 (1.06-17.80)
MAF: 0.199 p-valor 0,0013
NDUFS5 Cc-CG 2608 (92.2%) 347 (96.9%) 1
GG 222 (7.8%) 11 (3.1%) 0.37 (0.19-0.72)
HWE:0.76 p-valor 0,0008
MAF: 0.189
NDUFS2 GG 1060 (38.2%) 159 (43.9%) 1
AG-AA 1711 (61.8%) 203 (56.1%) 0.74 (0.58-0.93)
HWE:0.32 p-valor 0,0098
MAF: 0.373
NDUFS2 AA 2161 (76%) 253 (70.1%) 1
AG 624 (21.9%) 93 (25.8%) 1.31 (1.01-1.71)
HWE:0.12 GG 58 (2%) 15 (4.2%) 2.20 (1.19-4.06)
MAF: 0.188 p-valor 0,0038

Tabla 23. Asociaciones obtenidas con la DMT2 en la poblacién conjunta.

En el caso del estudio de la glucemia, de los cuatro SNPs seleccionados a través del
andlisis por poblaciones independientes, hemos encontrado una asociacion
significativa del gen NDUFS2 (rs4656993). Por otro lado, se ha mejorado la
significancia de las asociaciones obtenidas para rs17431357 y rs4806187, en el
estudio de la poblacién total. No se han obtenido cambios para la asociacion del
rs17624157 al aumentar el tamafio muestral. En la figura 34 se muestra representada
la diferencia entre las medias de la glucemia, de las poblaciones individuales y de la
conjunta, para los genotipos con el alelo asociado a valores altos de este SNP. Los

resultados detallados de las asociaciones con glucemia se muestran en la tabla 24.
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11205591 rs4656993
Hortega —_— Hortega
Plzarma Pizama
$agova Sagovia ——
P. Total P. Total
1 0 15 2‘0 0 ‘
Ehhotesllellus OR(%5% C) Dlalxtlsueiius OR {95% Cl)
rs1136224 rs2410718
Hortaga — Hortags - —_—
Pizam "_-_| Pizara - l-—i_l
$agovia —_—— sagove| ————
P. Total P. Total 4 —_—
2 3 12 3 4

Diabetes Mellitus OR (35% CI)

Diabetes Mellitus OR (55% Cl)

Figura 33. Valores de OR obtenidos para las asociaciones con DMT2 en el analisis de las
poblaciones independientes y en de la muestra total.

Genotipos Glucemia Diferencias
(Mediaen (95% IC)
mg/dI(SD))
COX6A1 Cc-CT 3034 92.92 (0.32) 0.00
rs17431357 T 14 102.93 (6.14) 11.21(2.26 - 20.17)
HWE:0.24 p-valor 0.014
UQCRQ GG 2154 92.48 (0.36) 0.00
rs17624157 AG-AA 855 94.25 (0.68) 1.47(0.11 - 2.83)
HWE:0.47 p-valor 0.034
COX6B1 AA 785 93.77 (0.71) 0.00
rs4806187 AG 1524 93.17 (0.45) -0.47 (-1.95 - 1.00)
HWE:0.94 GG 734 91.46 (0.56) -2.08 (-3.80 - -0.36)
p-valor 0.019
NDUFS2 GG 1151 93.44 (0.53) 0.00
rs4656993 AG-AA 1819 92.77 (0.41) -0.89 (-2.15- 0.37)
HWE:0.12 p-valor 0.17

Tabla 24. Asociaciones obtenidas con la glucemia en la poblacion conjunta.
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rs17624157
Hortega r—~7—<
Pizamra >—i—1

Segovia i-—l—<

AG-AA Genotype

Whele pepulation >—0—<

2 0 2 3 6 8
Glycemia difference (mg/dl)

Figura 34. Diferencias de los valores medios de glucemia obtenidos para los genotipos
asociados con valores elevados de este parametro, en las poblaciones estudiadas. Whole
population: poblacion total analizada.

5.1.2.2.3 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y DMT?2 en

subpoblaciones

Hemos agrupado a la poblacién, por un lado, segin el género, y por otro, segun si
presentaban obesidad o no, para su posterior analisis en bisqueda de asociaciones de
los SNP, con la DMT2 en esas muestras. De esta forma, podriamos identificar un

posible efecto especifico en estos grupos.

5.1.2.2.3.1 Resultados de las asociaciones seglin género

Se han realizado las asociaciones de los polimorfismos de la CMR y la DMT2 en los
hombres y las mujeres de la poblacién total de forma independiente. Los resultados
detallados se muestran en la tabla 25.

Con respecto a los polimorfismos asociados previamente en la poblacién total, se ha
visto que los rs11205591 y rs2410718 se asociaban en hombres con el riesgo de
DMT2. Sin embargo, estas asociaciones son mas fuertes en la poblacion total
(posiblemente por el hecho de que realmente, la asociacion depende de toda la
muestra y al dividirla se pierde poder estadistico). Otro polimorfismo asociado en
hombres con DMT2, es el rs4656993, mejorando esta asociacion respecto a la
encontrada en la poblacion total, en donde el alelo A se asociaba con menor riesgo
de DMT2.
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Genotipo

Hombres

(n/)

Mujeres

DMT2

Hombres

(n/)

Mujeres

OR(95 CI)

Hombres

Mujeres

NDUFS5 Cc-CG 1163 (92.5) | 1445(91.9) | 184(97.9) | 163(95.9) | 1.00 1.00
rs11205591 | GG 94 (7.5) 127 (8.1) 4(21) 7(4.1) 0.27 (0.10-0.77) 0.53(0.24-1.19)
p-valor 0.0031 0.098
COX6A1 CC-CT 1263 (99.9) | 1573(99.4) | 185(98.4) | 170(99.4) | 1.00 1.00
rs17431357 | TT 1(0.1) 10 (0.6) 3(16) 1(0.6) 21.24(2.11-213.7) | 1.26(0.14-11.41)
p-valor 0.0047 0.84
UQCRQ GG 902 (72.6) 1122 (71.7) | 117(61.6) | 123(72.3) | 1.00 1.00
rs17624157 | AG-AA 341 (27.4) 443 (28.3) | 73(384) 47 (27.6) | 1.85(1.33-2.58) 0.83 (0.57-1.21)
p-valor 0.0003 0.33
UQCRQ T 443 (35.3) 570 (36.4) 50 (26.7) 65 (37.4) 1.00 1.00
rs39830 CT-CC 812 (64.7) 997 (63.6) 137(73.3) | 109 (62.6) | 1.64 (1.15-2.35) 0.87 (0.62-1.23)
p-valor 0.0051 0.44
COXT7A2 T 770 (61.6) 975 (62.1) 123 (67.2) | 88(51.5) 1.00 1.00
rs9360898 GT-GG 479 (38.4) 594 (37.9) 60 (32.8) 83 (48.5) 0.76 (0.54-1.07) 1.57 (1.12-2.21)
p-valor 0.11 0.0091
NDUFS2 AA 963 (76.5) 1197 (75.6) | 134(70.5) | 119(69.6) | 1.00 1.00
rs1136224 AG 268 (21.3) 356 (22.5) 47 (24.7) 46 (26.9) 1.29 (0.89-1.86) 1.43/0.97-2.11
GG 28(2.2) 30(1.9) 9(47) 6(3.5) 2.02 (0.90-4.57) 2.59 (1.00-6.74)
p-valor 0.051 0.017
NDUFS2 GG 477 (38.8) 582 (37.8) 88 (46.6) 71(41) 1.00 1.00
rs4656993 AG-AA 751 (61.2) 959 (62.2) 101 (53.4) | 102 (59) 0.63 (0.46-0.87) 0.77 (0.54-1.08)
p-valor 0.0049 013
COX7C GG 1175 (92.2) 1484 (93) 164 (87.2) | 153(88.4) | 1.00 1.00
rs2410718 AG 98 (7.7) 107 (6.7) 21(11.2) 20 (11.6) 1.62(0.96-2.73) 1.69 (0.98-2.92)
AA 2(0.2) 5(0.3) 3(16) 0(0) 9.68 (1.52-61.80) 0.00 (0.00-NA)
p-valor 0.0087 0.14

Tabla 25. Asociaciones obtenidas para la poblacion masculina y femenina con la DMT2.

En mujeres, la asociacion del SNP rs1136224 con DMT2, es bastante menos

significativa que en la poblacion total. El alelo G del SNP rs9360898 se ha asociado

con DMT?2 solo en la poblacion femenina, mostrando una tendencia totalmente

opuesta en hombres.

En la tabla 26 se muestran en detalle las asociaciones obtenidas con glucemia en las

poblaciones masculina y femenina. Para los SNPs rs4806187 y rs17431357, las

asociaciones son solo en hombres para el primero, y solamente en mujeres, para el

segundo, pero en ambos casos con menor significacion que en la muestra total. En

hombres, se ha encontrado una nueva asociacion del rs7255180 con glucemia.
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Glucemia
(Media en mg/dI(SD))

Diferencias (95%I1C)

Genotipo
Hombres Mujeres Hombres Mujeres Hombres Mujeres

COX7A1 cc 1216 1472 95.02(0.54) 91.42(0.43) 0.00 0.00
rs7255180 CT 150 193 92.79(1.31) 92.62(1.33) -2.30(-5.39-0.78) 1.21(-1.18-3.60)
HWE:1 TT 1 6 84.55(3.59) 93.33(5.33) -10.8(-21.58-0)  |1.49(-11.27-14.24)

p-valor 0.028 031
COX6B1 AA 364 420 95.57(1.08) 92.22(0.93) 0.00 0.00
rs4806187 AG 679 845 95.43(0.73) 91.36(0.56) -0.01(-2.34-2.32) -0.97(-2.84-0.90)
HWE:0.94 GG 329 404 92.19(0.83) 90.87(0.76) -3.12(-5.85--0.4) -1.28(-3.46-0.90)

p-valor 0.029 0.25
UQCRB cc 395 477 96.2(1.12) 90.47(0.66) 0.00 0.00
rs10504961 CT-TT 977 1163 94.01(0.54) 92.02(0.52) -2.43(-4.56--0.3) 1.79(0.09-3.49)
HWE:0.43 p-valor 0.026 0.039
COX6A1 CC-CT 1374 1658 94.68(0.5) 91.46(0.41) 0.00 0.00
rs17431357 T 3 11 112(13) 100.45(7.1) 15.75(-4.88-36) 9.99(0.55-19.43)
HWE:0.067 p-valor 0.13 0.038

Tabla 26. Asociaciones obtenidas para la poblacién masculina y femenina con los valores de
glucemia.

Ademas, se ha hallado un polimorfismo que se comporta totalmente opuesto en
hombres y mujeres. El alelo T del rs10504961, en el primer grupo es protector, y en
el otro, da mayor riesgo de padecer la enfermedad. Esto explicaria por qué no se ha

hallado asociacién en la poblacién total (tabla 26).

5.1.2.2.3.2 Resultados de las asociaciones en poblacion obesa

Con el fin de encontrar los SNPs de la CMR que se asociaban con DMT?2
especificamente en la poblacién obesa, los andlisis estadisticos de asociacion se
realizaron seleccionando a los pacientes obesos de la poblacion total. En la tabla 27
se muestran las asociaciones encontradas en esta subpoblacion.

Hemos hallado la misma asociacion que en la poblacion total del rs4656993, pero
con mayor significancia de la asociacion en presencia de obesidad. Por otro lado, el
genotipo CC del rs10742816 presentaba mayor riesgo de DMT2, si bien el nimero
de portadores de este genotipo es muy bajo.

Al analizar los resultados del estudio de la glucemia, la asociacion con el
rs17624157 ha sido mucho mas significativa en la poblacién obesa que en la total.

Los valores para la asociacién en la poblacién obesa se muestran en la tabla 28.
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Gen/SNP ‘ Genotipo DMT2 (n/%) No DMT2 (n/%) OR (95 % ClI)

NDUFS2 GG 82 (44.8) 238 (35.3) 1
rs4656993 AG-AA 101 (55.2) 436 (64.7) 0.58 (0.41-0.82)
HWE:0.16 p-valor 0,0021
NDUFS3 TT-CT 181 (98.4) 694 (99.9) 1
510742816 cc 3(1.6) 1(0.1) 19.90 (2.02-196.01)
HWE: 0.05 p-valor 0,0052

Tabla 27. Asociaciones halladas en la poblacién obesa para la DMT2.

Glucemia
. : Diferencias  (95%
Genotipos (Mediaen 10
mg/dI(SD))
UQCRQ GG 528 97.12 (0.85) 0.00
rs17624157 AG-AA 243 102.81 (1.62) 5.69(2.44- 8.94)
HWE:0.47 p-valor 0.0006

Tabla 28. Asociacion encontrada en la poblacion obesa para la glucemia.

5.1.2.2.3.3 Resultados de las asociaciones en poblacidon no obesa

El estudio de las asociaciones de la CMR con la DMT2 en la pablacién no obesa se
ha realizado con el fin de evaluar el efecto que produce la obesidad sobre ellas, ya
que los resultados obtenidos aqui no estan influenciados por su presencia.

Las asociaciones detalladas obtenidas con DMT2, en la poblacién no obesa, se
encuentran en la tabla 29. Tres de los cuatro polimorfismos asociados en la
poblacion total, también lo hacen con DMT2 en poblacién no obesa. Sin embargo,
ninguno de ellos ha mejorado la significancia con respecto a la hallada en las
asociaciones de la poblacion conjunta, por lo que el efecto de esos SNPs sobre el
riesgo de DMT2 no seria mas importante en la poblacion no obesa que en la general.
El SNP restante, el rs4656993, no se ha asociado en la subpoblacion analizada en
este apartado, pero si en la poblacion obesa, lo que apoya la idea de que la obesidad
influye en la accidn de este polimorfismo sobre la DMT2.

Con respecto al estudio de la Glucemia en individuos no obesos, se ha encontrado
una asociacion especifica de este grupo, del alelo C del rs1053517 y mayores
valores de glucosa en sangre. Al comparar los hallazgos con la poblacién general, se
ha visto que sblo se asocia el rs4806187 en no obesos, manteniéndose la misma
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significacién en ambas poblaciones. Los resultados detallados se muestran en la
tabla 30.

Gen/SNP ‘ Genotipo ‘ NoDMT2 (n/%) | DMT2 (n/%) H OR (95 % ClI)
NDUFS5 CC-CG 1923 (92) 171 (97.2) 1
rs11205591 GG 167 (8) 5(2.8) 0.32 (0.13-0.81)
HWE:0.45 p-valor 0,0048
NDUFS2 AA 1607 (76.8) 126 (70.8) 1.00
151136224 AG 452 (21.6) 46 (25.8) 1.43 (0.99-2.06)
HWE: 0.62 GG 34 (1.6) 6 (3.4) 2.62 (1.03-6.68)
p-valor 0,013
NDUFS4 AA 1460 (70.3) 107 (60.8) 1
rs535277 AC-CC 616 (29.7) 69 (39.2) 1.51 (1.09-2.10)
HWE: 0.58 p-valor 0,014
COX7C GG 1956 (92.5) 153 (86.4) 1
rs2410718 AG 154 (7.3) 22 (12.4) 1.68 (1.02-2.76)
HWE: 0.57 AA 4(0.2) 2(11) 1.74 (1.12-2.71)
p-valor 0.019

Tabla 29. Asociaciones halladas en la poblacién no obesa para la DMT2.

Glucemia
Genotipos (Mediaen Diferencias (95% IC)

mg/dI(SD))

COX6B1 AA 570 91.61 (0.74) 0.00
rs4806187 AG 1105 91.46 (0.47) -0.31 (-1.86 - 1.24)
HWE:0.97 GG 526 89.54 (0.59) -2.21 (-4.03 - -0.40)
p-valor 0.018
NDUFS1 T 587 89.56 (0.59) 0.00
rs1053517 CT-CC 1603 91.5(0.4) 1.94 (0.50 - 3.39)
HWE:0.19 p-valor 0.0085

Tabla 30. Asociacion encontrada en la poblacion no obesa para la glucemia.

5.1.2.3 Asociaciones de los polimorfismos de la CMR y HTA
5.1.2.3.1 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR con HTA en las

poblaciones individuales
En los estudios Hortega, Pizarra y Segovia, hemos encontrado tres polimorfismos

relacionados con HTA (tabla 31). Dos de ellos han mostrado asociacidn significativa
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en la poblacion de Hortega, mientras que el rs4600063, se ha incluido para su
estudio posterior, debido a que en el estudio Segovia su p-valor es muy cercano al
valor de corte usado para indicar asociacion significativa. Ademas, los tres SNPs
mostraron una tendencia similar en las poblaciones restantes.

En la tabla 32 se indican las asociaciones de los SNPs con PAD en las poblaciones
individuales. En las tres muestras, el alelo C del rs10742816 mostraba valores de
PAD maés bajos, obteniéndose asociacion significativa para este efecto sélo para el

estudio Hortega. Por el contrario, el alelo C del rs1053517 mostraba valores mas

altos, asociandose significativamente en las poblaciones de Hortega y Segovia.

ESTUDIO HORTEGA ESTUDIO PIZARRA ESTUDIO SEGOVIA
No HTA HTA HTA No HTA HTA HTA No HTA HTA HTA
(/%) (/%) OR/95% CI (/%) (/%) OR/95% CI (/%) (/%) OR/95% CI
UQCRQ TT 671(836) | 500(82.2) 1.00 378(78) 313(80) 1.00 468(80) 360(77) 100
cT-ce 132(164) | 108(17.8) 1.46(1.02-2.09) 106(21) 74(19.1) 1.00(0.64-1.54) 114(19) 104(22) 1.34(0.97-1.85)
HWE:0.37 p-valor 0036 0.99 0.079
SDHC AA 708(87) 542(87.4) 1.00 229(89) 338(88) 1.00 523(88) 209(86) 1.00
AG-GG 105(12) 78(12.6) 1.39(0.93-2.06) 51(10.6) 44(11.5) 1.37(0.77-2.43) 67(11.4) 64(13.5) 1.42(0.96-2.11)
HWE:1 p-valor 0.11 0.28 0.083
UQCRB cccT 647(80) 468(76.7) 1.00 352(72) 276(72) 1.01(0.67-1.51) 433(77) 366(79) 1.00
T 156(19) 142(23.3) 152(1.10-2.11) 131(27) 105(27) 1.00 126(22) 94(20.4) 0.96(0.69-1.32)
HWE:0.4 p-valor 0.012 0.96 0.78

Tabla 31. Resultados de las asociaciones con HTA en los estudios Hortega, Pizarra y Segovia.

Los detalles de los hallazgos para PAS en las poblaciones individuales se indican en
la tabla 33.

ESTUDIO HORTEGA ESTUDIO PI7ARRA ESTUDIO SEGOVIA
Genotipo [ 1
PAD Diferencias N PAD Diferencias PAD Diferencias
(mmHg/SD) (95% IC) (mmHg/SD) (95% IC) (mmHg/SD) (95% IC)
959 78.74(0.34) 0.00 556 76.22(0.5) 0.00 785 77.86(0.37) 000
i 185 77.28(0.71) -1.58(:3.07— 125 75.56(1.05) -1.18/-3.20-0.8 147 76.45(0.8) -0.89/-2.58-0.8
Hweogs | CT-CC 0.1) 0.25 03
MAF: p-valor 0038
NDUFS1 321 7751(0.52) 0.00 154 75.92(1.01) 0.401-1.47-2.2 253 76.89(0.59) 0.00
L 807 78.95(0.37) 1.46(0.23-2.68) 521 76.14(0.51) 0.00 642 77.68(0.42) 147/0.08-2.86
HWE:L cr-cc 002 068 0039
MAF:0.91 p-valor

Tabla 32. Asociaciones obtenidas con PAD en los estudios Hortega, Pizarra y Segovia.
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PAS Diferencias PAS Diferencias
(mmHg/SD) (95% IC) (mmHg/SD) (95% IC)

N
(mmHg/SD) (95% IC)

ESTUDIO HORTEGA ESTUDIO PIZARRA ESTUDIO SEGOVIA

‘ PAS Diferencias

TT-CT 127.17(0.65) 0.00 125.15(0.82) 0.00 122.54(0.64) 0.00
HWE:0.5 cc 177 127.14(1.41) 0.60(-1.94-3.14) 115 120.98(1.61) -3.57(-6.71--0.4) 159 121.48(1.25) -0.34(-2.92-2.24)
p-valor 0.64 0.025 0.8
TT 309 126.98(1.15) 0.00 187 124.02(1.45) 0.00 250 119.97(1.2) 0.00
HWE:0.4 cT-cC 819 127.01(0.68) -0.47(-2.53-1.60) 492 124.65(0.86) 0.81(-1.83-3.45) 615 122.98(0.67) 2.35(0.03-4.68)
p-valor 0.66 0.55 0.048
CC-CT 112 127.04(0.59) 0.00 677 124.38(0.74) 0.00 906 122.73(0.58) 0.00
HWE:0.7 T 97 125(4.27) -1.07(-12.8-10.6) 2 123(23) -6.32(-28.0-15.4) 5 108.6(6.43) -17.6(-31.7--3.6)
p-valor 0.86 0.57 0014

Tabla 33. Asociaciones obtenidas con PAS en los estudios Hortega, Pizarra y Segovia.

5.1.2.3.2 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR con HTA en la
poblacién total

Se ha realizado el analisis de asociacion con hipertensién arterial, de los SNPs
seleccionados a partir de los resultados de las poblaciones individuales, en la
poblacién compuesta por la suma de ellas.

Se ha obtenido asociacién significativa para dos de los tres SNPs seleccionados, el
rs4600063 y el rs803224. En ambos casos, sus alelos minoritarios se han relacionado
con mayor riesgo de HTA. Por el contrario, el rs10504961 no ha llegado a tener una
asociacion con HTA al aumentar el tamafio muestral. Los resultados se describen en
la tabla 34.

Gen Genotipo No HTA (n(%)) HTA (n(%)) Riesgo de HTA OR(95% ClI)
SNP
AA 1

SDHC 1674 (88.2) 1275 (87.3)
AG-GG 224 (11.8) 185 (12.7) 1.39 (1.08-1.78)
HWE:0,66 p-valor 0.0077
UQCRQ TT 1531 (81.2) 1159 (80.3) 1
CT-CC 354 (18.8) 284 (19.7) 1.29 (1.05-1.59)
HWE:0.21 p-valor 0.0098
UQCRB 1442 (775 1100 (76.7
Q CC-CT (775) (767) 1
419 (22.5) 335 (23.3)
T 1.14 (0.94-1.39)
HWE:0.40
p-valor 0.14

Tabla 34. Resultados de las asociaciones encontradas con HTA en la poblacién conjunta.
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Al analizar como variable a PAD, 2 SNPs seleccionados para su estudio en la
poblacién total se han asociado de forma significativa, confirmando asi su posible
relacion con este parametro. A pesar de no dar significativa su asociacion, el
polimorfismo rs1133322, se ha incluido para su posterior réplica por la cercania de
su p-valor al punto de corte utilizado. Los detalles de estas asociaciones se muestran
en la tabla 35.

En el caso de PAS, de los SNPs estudiados, no hemos obtenido ninguna asociacion
significativa para ninguno de ellos, en la poblacion conjunta, por lo que no se

muestran resultados de este analisis.

Genotipo Numero de PAD Diferencias (95% IC)
pacientes (N) (Mediaen
mg/dI(SD))
NDUFS3 T 2300 77.93 (0.23) 0.00
CT-CC 457 76.63 (0.48) -1.38 (-2.38 --0.38)
HWE:0,16 p-valor 0.0068
NDUFS1 T 728 77.06 (0.38) 0.00
CT-CC 1970 77.89 (0.25) 0.99 (0.14 - 1.83)
HWE:1 p-valor 0.022
COX5A T 745 76.95 (0.39) 0.00
CT-CC 1926 77.89 (0.24) 0.73 (-0.11 - 1.56)
HWE: 0.07 p-valor 0.088

Tabla 35. Resultados de las asociaciones encontradas con PAD en la poblacién conjunta.

5.1.2.3.3 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y HTA en

subpoblaciones

Para detectar posibles interacciones entre la obesidad y el género, y los efectos de
los polimorfismos sobre el desarrollo de la DMT2, hemos dividido a la poblacién
total en subgrupos, segln esos 2 factores, y hemos analizado las asociaciones con
los SNPs y la HTA.

5.1.2.3.3.1 Resultados de las asociaciones segin género

En el anélisis de los polimorfismos en la poblacion femenina, se ha encontrado una

asociacion significativa con el rs1136224 y la HTA (tabla 36), mientras que para los
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SNPs relacionados con esa misma enfermedad en la poblacion total, no se ha visto
ninguna. Por su parte, se han hallado tres asociaciones con PAD (tabla 37), de las
cuales una corresponde al SNP rs10742816, previamente asociado a este parametro
en la poblacién total. Sin embargo, la asociacion es mas fuerte en la poblacion

general, lo que podria ayudar a descartar la influencia del género en esa asociacion.

Gen Genotipo No HTA (n(%)) HTA (n(%)) Riesgo ~ Riesgode HTA
dbSNP OR(95% CI)

NDUFS2 AA-AG 1049 (98.5%) 739 (97%) 1.00
16 (1.5%) 23 (3%) 2.89 (1.23-6.75)
HWE:1 p-valor 0.013

Tabla 36. Resultados de las asociaciones encontradas con HTA en la poblacion femenina.

En el estudio de PAS, se han visto dos SNPs asociados en mujeres, en los cuales sus
alelos minoritarios han mostrado valores mas altos de PAS. Los detalles de estos
polimorfismos se indican en la tabla 38. Otro hallazgo interesante es la asociacién de
PAS y PAD con el polimorfismo rs17431357, mostrando valores mas altos en
ambos casos para el alelo T. Este hecho serviria para reforzar la idea de que este
SNP afectaria a la presion arterial en la poblacion femenina. Por otro lado, el SNP
rs1136224 se ha asociado con HTA y PAS, lo que podria sugerir que su efecto sobre

el riesgo de HTA en mujeres se deba a su posible accién sobre la presion sistélica.

Genotipo Numero de PAD Diferencias (95% IC)
pacientes (N) (Mediaen
mg/dI(SD))
SDHC TT 1258 76.2 (0.31) 0.00
AT 178 77.4(0.84) 1.58 (0.01 - 3.15)
HWE:0,017 AA 13 81.31 (4.16) 5.54 (0.07 - 11.01)
0.0082
NDUFS3 TT 1225 76.62 (0.32) 0.00
CT-CC 237 74.73 (0.68) -1.76 (-3.15 - -0.37)
HWE:0,25 p-valor 0.013
COX6A1 cc 1270 76.07 (0.3) 0.00
CT-TT 178 78.28 (0.9) 1.70 (0.13 - 3.26)
HWE:0,059 p-valor 0.034

Tabla 37. Resultados de las asociaciones encontradas con PAD en la poblacion femenina.
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Namero de PAS
Genotipo pacientes (Mediaen Diferencias (95% IC)
(N) mg/dI(SD))
COX6A1 cc 1270 121.25 (0.54) 0.00
CT-TT 178 126.29 (1.79) 3.90 (1.23 - 6.58)
HWE:0,059 p-valor 0.0043
NDUFS2 AIA-AIG 1418 121.69 (0.53) 0.00
rs1136224 GG 27 130.41 (4.84) 9.17 (2.69 - 15.64)
HWE:1 p-valor 0.0056

Tabla 38. Resultados de las asociaciones encontradas con PAS en la poblacién femenina.

En la poblacién masculina, se han asociado las tres variantes que se habian
seleccionado para su estudio en HTA en la poblacion total. Sin embargo, solo se ha
obtenido una asociacién mas significativa en hombres que en la poblacion total, con

el SNP rs4600063. Los resultados de las asociaciones se muestran en la tabla 39.

Genotipo No HTA (n(%)) HTA (n(%)) Riesgo de HTA OR(95%
Cl)
p-valor
AA 601 (86.6)
AG-GG 86 (10.4) 93 (13.4) 1.68 (1.18-2.40)
HWE:1 0.0042
UQCRQ TT 667 (81.4) 546 (79.2) 1
cT-CcC 152 (18.6) 143 (20.8) 1.40 (1.05-1.87)
HWE:0.21 p-valor 0.022
UQCRB ccCT 637 (78.5) 526 (76.6) 1
TT 175 (21.6) 161 (23.4) 1.35(1.02-1.78)
HWE:0.4 p-valor 0.036

Tabla 39. Resultados de las asociaciones encontradas con PAS en la poblacion masculina.

Al analizar la variable PAD, se ha encontrado una asociacion mas significativa con
el polimorfismo rs1053517, comparada con la poblacion total. Esto podria deberse a
que el efecto de la asociacion sobre la presion se ve influenciado fuertemente por el
sexo. Los resultados detallados de este polimorfismo se muestran en la tabla 40.
Ningln SNP se ha asociado con PAS en esta subpoblacidn, de la misma forma que
ha ocurrido con esta variable en la poblacion total.
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PAD

Namero de

i Diferencias (95% IC
pacientesi(N} (Media en mg/di(SD)) ¢ )
NDUFS1 T 339 77.73 (0.52) 0.00
cT-CC 924 79.85 (0.34) 2.18 (0.96 - 3.41)
HWE:0,47 p-valor 0.0005

Tabla 40. Resultados de las asociaciones encontradas con PAD en la poblacion masculina.

5.1.2.3.2.2 Resultados de las asociaciones en poblacion obesa

Los resultados de las asociaciones con HTA halladas en la poblacion obesa, se
muestran en la tabla 41. Al comparar los hallazgos con los obtenidos en la poblacién

total, se ha visto que los alelos de los SNPs asociados con mayor riesgo de HTA,

mostraban una asociaciéon menos fuerte en obesos.

Gen Genotipo No HTA (n(%)) HTA (n(%)) Riesgo de HTA
dbSNP OR(95% Cl)

SDHC AA 274.(93.2) 566 (89) 1.00
AG-GG 20 (6.8) 70 (11) 1.76 (1.01-3.08)

HWE:0,66 p-valor 0.041

UQCRQ T 242 (84.9) 50 (80.8) 1.00
cT-CcC 43 (15.1) 121 (19.2) 1.67 (1.09-2.56)

HWE:0.21 p-valor 0.016

Tabla 41. Resultados de las asociaciones encontradas con HTA en la poblacion obesa.

No se ha hallado ninguna asociacién con PAD de los polimorfismos analizados en
la poblacion obesa.

Al analizar los polimorfismos frente a PAS, se ha encontrado una relacion
significativa entre el alelo T del rs17431357 y valores altos de ese pardmetro. Esta
asociacién no se ha visto en la poblacion total, pero si en mujeres, donde se vio una

asociacién mas significativa que en obesos. Los resultados se muestran en la tabla
42.
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Genotipo Numero de PAS Diferencias (95% IC)

pacientes (N) (Mediaen
mg/dI(SD))

COX6A1 132.59 (0.8) 0.00
CT-TT 82 139.33(2.3) 5.05 (1.22 - 8.87)
HWE:0,55 p-valor 0.0099

Tabla 42. Asociacion encontrada con PAS en la poblacion obesa.

5.1.2.3.3.3 Resultados de las asociaciones en poblacién no obesa

En los individuos no obesos, no se han encontrado asociaciones significativas entre
los polimorfismos analizados y las variables HTA y PAS. Sin embargo, si se han
asociado con PAD los mismos SNPs que en la poblacion total, el rs10742816 y el
rs1053517. Ademas, se ha encontrado una asociacion muy poco significativa con el
SNP rs11205591 y esa variable, s6lo al estudiar los individuos no obesos. Los

resultados de estas asociaciones se muestran en la tabla 43.

Genotipo Numero de PAD
pacientes (N) | (Media en Diferencias (95% IC)

mg/dI(SD))

NDUFS3 TT 76.7 (0.25) 0.00
cT-CcC 342 75.23 (0.54) -1.41 (252 - -0.29)

HWE:0,25 p-valor 0.013

NDUFS1 TT 546 75.69 (0.42) 0.00
CT-CC 1502 76.69 (0.27) 0.97 (0.02 - 1.91)

HWE:1 p-valor 0.045

NDUFS5 CCc-CG 1898 76.31 (0.24) 0.00
GG 157 77.78 (0.79) 1.62 (0.06 - 3.19)

HWE:1 p-valor 0.042

Tabla 43. Resultados de las asociaciones encontradas con PAD en la poblacion no obesa.

5.2 Fase 2: Identificacion de variaciones genéticas en los
genes asociados

En el paso de deteccion de nuevas variantes que se asociaran con Diabetes y otros
desérdenes relacionados, éstas se han buscado en los genes asociados con DMT2 y

OB, que ha sido donde se han encontrado mas asociaciones significativas.
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Luego de haber seleccionado los genes asociados de manera mas fuerte con DMT2y
OB, éstos se han secuenciado en 100 muestras elegidas segln sus genotipos y sus
fenotipos para tener controles y casos. Hemos comprobado que los polimorfismos
hallados cumplian el equilibrio de Hardy Weinberg, y comparado la frecuencia entre
casos y controles, y se han realizado los analisis de asociacion para ver si se hallaba
relacién con DMT2 y OB, con los SNPs que mostraron distintas frecuencias alélicas.
Se han secuenciado las regiones exdnicas e intronicas contiguas de los genes SDHB,
SDHD, NDUFS1 y NDUFS5. Todos estos genes se han asociado al IMC en la
poblacion general. El primer y el tercer gen se asociaron significativamente a IMC
analizando s6lo a las mujeres, ademas de asociarse en la poblacién general.
NDUFS1 se ha asociado también de manera significativa con el riesgo de padecer
OB, y NDUFS5 al riesgo de DMT2.

Estos genes se secuenciaron en pacientes obesos y controles sin la enfermedad
cuando se relacionaban con IMC y OB, y el gen NDUFS5 se secuencié en pacientes
diabéticos y obesos versus controles sin ninguna de las enfermedades, debido a su
asociacion con la DMT2 y al IMC. Los SNPs de los cuales se han encontrado
diferencias en las frecuencias alélicas se muestran en la tabla 44.

Analizando el gen SDHB, en el rs2746462 (p.Ala6=), todos los pacientes obesos
presentaban el alelo A en homocigosis, mientras que el alelo mayoritario sélo se
encontraba en los individuos controles. En el gen NDUFS5, se han encontrado
cuatro SNPs y en tres de ellos el alelo minoritario estaba predominantemente en los
casos. El alelo A del rs6981 solo se observo en los casos. El alelo menos frecuente
del SNP rs77655991, perteneciente al gen NDUFS1, sélo estaba presente en los
enfermos.
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MAF ncbi / Ubicacion Observacion

MAF M
0.052/0.051 rs2746462 E1 (p.Ala6=) Todos los casos presentan el
polimorfismo en homocigosis(AA)
NIBIUISSE  0.462/0.136 rs10157617 5' del Prom Alelo T presente mayoritariamente
en los casos
0.461/0.150 rs1984600 Prom Alelo G presente mayoritariamente
en los casos
0.462/0.140 rs1122472 El Alelo G presente mayoritariamente
en los casos
0.015/0.035 rs6981 3'UTR Alelo A presente s6lo en los casos
NIBIEIESHI  0.023/0.179 rs77655991 intrénico Alelo A presente s6lo en los casos
0.38/0.357 rs4147718 intrénico Mayor presencia del alelo T en los
controles
0.32/0.238 rs1801318 E12(p.Argl64=) | Mayor presencia del alelo A en los
controles
0.380/0.385 rs4147729 intrénico Mayor presencia de homocigotos T
en los controles

Tabla 44. Descripcién de los polimorfismos en los cuales se obtuvo diferencias entre sus
frecuencias alélicas en el estudio de los casos y controles. M: muestra analizada. Prom:
promotor del gen, E1: exén 1 del gen, E12: ex6n 12 del gen.

5.3 Fase 3: Estudio de las variaciones identificadas

Una vez finalizada la secuenciacién masiva en los estudios Pizarra, Segovia y
Hortega, de las 9 variantes identificadas en la fase 2, hemos procedido al analisis
bioinformatico de los resultados. En primer lugar, se ha comprobado que todos los
pardmetros que deben evaluarse en la carrera, hayan dado segun las especificaciones
de Illlumina para una carrera de este tipo. Luego de obtener los archivos de
secuencias en formato FastQ, se realizé el control de calidad de los datos obtenidos
a partir de dichos archivos. Después de realizar el control de calidad de la

secuenciacion, se han calculado las coberturas de los amplicones secuenciados.
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Finalmente, se ha realizado el protocolo (pipeline) bioinformatico para obtener los
genotipos de los polimorfismos de interés, para posteriormente, proceder a la
busqueda de asociaciones con OB, DMT2 y HTA en la muestra.

Se han tomado como criterios de aceptacidon de los genotipos obtenidos en la
secuenciacion, un nimero minimo de lecturas para cada SNP y para cada muestra,
de 30x, y un Qscore, mayor a 30 (Q30) para cada base. Se dieron por validos los
SNPs con un porcentaje mayor al 80% de las muestras secuenciadas que cumplen
con los criterios mencionados. No se han excluido ninguno de los nueve SNPs para
los estudios de asociacion. Tampoco se ha excluido ningin SNPs al evaluar el

equilibrio de Hardy-Weinberg, todos lo han cumplido.
5.3.1 Control de calidad de la secuenciacion

-Comprobacion de las especificaciones de la carrera en el Miseq

El Miseq Control Software es el encargado de calcular los parametros necesarios
para la evaluacion del correcto funcionamiento de la carrera. Un resumen de los
valores obtenidos en esta secuenciacion, para cada tipo de lectura (read) por
separado, se muestra en la figura 35.

Al comparar los valores de nuestra carrera con los definidos por Illumina, la
cantidad de clusters que han pasado el filtro de calidad (631 K/mm?) est& por debajo
de lo esperado. A pesar de esto, las lecturas que han pasado el filtro de calidad
(12,94 M x2) estan dentro del rango establecido, y el porcentaje de bases con un
Qscore mayor a Q30 es mayor al 80%. Por otro lado, el rendimiento obtenido (4 Gb)
no ha llegado al minimo esperado.

El porcentaje medio de alineamiento esperado para el Phix, secuenciado en paralelo
en la carrera, era 5, y se ha obtenido 5.85. El porcentaje medio de la tasa de error,

calculado segun el alineamiento del PhiX, ha sido correcto porque fue menor a 2.
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Figura 35. Resumen de los parametros calculados durante la carrera de secuenciacion para
comprobar el correcto funcionamiento. Todos los valores se muestran para los cuatro pasos de
la secuenciacion (lecturas 1, 2, 3y 4).

-Evaluacion de los archivos FastQ

Con el fin de comprobar la calidad de las secuencias obtenidas en la secuenciacion

realizada, se ha utilizado el programa FastQC para calcular los diferentes parametros

necesarios para realizar su control en todas las muestras. Se han seleccionado los

controles especificos para el modo de secuenciacién por amplicones. Los valores

obtenidos se resumen en la tabla 45.

Parametro Muestras Muestras Muestras que
que pasan con alerta fallan

Per base N content 3001 2 7

Per base sequence quality 484 8 2518

Per sequence quality scores 2999 4 7

Tabla 45. Parametros del control de calidad que son especificamente Utiles en la carrera de
secuenciacion de amplicones realizada en esta fase.
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A continuacion se muestran como ejemplo, los graficos de los pardmetros obtenidos
para una muestra en particular (Muestra 2 del Estudio Hortega) correspondientes a la
lectura 1, después del andlisis en FastQC:

-Contenido de N por base: se ha comprobado que el porcentaje de bases ambiguas
(N) en cada base secuenciada sea igual a cero. En la grafica de la figura 36 se puede

ver que es cero a lo largo de toda la lectura.

M content across all bases

%M

oo
so
7o
50
so
a0
30
20

10

1234567891519 20-24 45-49 60-64 75-79 9094 110-114 135-129 180-164 185-189 210-214 235-2329
Fosition in read (bp)

Figura 36. Contenido de N por base para la muestra 2 del Estudio Hortega.

-Calidad de secuencia por base: Se ha observado que el Qscore medio era mayor a
30 hasta aproximadamente la posicion 185 de la lectura, y que conforme iba
aumentando la longitud de la secuencia, iba bajando. Esta disminucién del Qscore
fue debida a que el rendimiento de los reactivos baja a medida que pasa el tiempo
que dura la secuenciacion. Recientemente la casa comercial lllumina ha enviado un
comunicado, en el que ha comentado que los reactivos que se han utilizado en esta
carrera han estado mostrando disminuciones de calidad al acercarse al final de la
secuenciacién en mayor medida que lo normal, y que estaban tomando medidas para
solucionar el problema. En la figura 37 se grafica la calidad de secuencia por base de

una muestra.
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Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.8 enceding)

. I

1234567891518 30-34 45-49 60-64 75-78 90-84 110-114 135-139 150-164 185-189 210-214 235-238
Fosition in read (bp}

Figura 37. Calidad de la secuencia por base para la muestra 2 del Estudio Hortega. La linea
roja representa la mediana y la linea azul la calidad media de secuenciacion.-Scores de calidad
por secuencia.

-Scores de calidad por secuencia: con este parametro se ha podido ver que el Qscore
tiene una distribucion correcta en todas las secuencias, se comportan todas se

manera similar (figura 38).

Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read
=000
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Figura 38. Scores de calidad por secuencia para la muestra 2 del Estudio Hortega.
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Por tanto, al revisar los parametros de control de calidad de la secuenciacion, se ha

podido concluir que las secuencias obtenidas presentaban las calidades correctas.

5.3.2 Cobertura de los amplicones secuenciados

Después de realizar el control de calidad de la secuenciacion, se han analizado los
datos de cobertura de las secuencias obtenidas.

La cobertura obtenida para todos lo SNPs ha sido mayor respecto al valor de corte
de 30x, en la mayoria de las muestras, por lo que se han obtenido unas coberturas
adecuadas para el uso de los genotipos obtenidos en la secuenciacion, en los analisis
de asociacion posteriores. Los valores medios de cobertura para cada amplicon se

detallan en la figura 39.

5.3.3 Asociaciones de los polimorfismos seleccionados en la fase 2
con DMT2, OBy HTA

Se han realizado los estudios de asociacién de los nueve polimorfismos identificados
en la secuenciacién de controles y casos de la fase 2, en las poblaciones Pizarra,
Hortega y Segovia. Se ha calculado el equilibrio de Hardy Weinberg, y se ha visto
que todos los polimorfismos lo cumplian. El rs4147729 ha salido monomdrfico en
esta poblacion, por lo que no se ha podido incluir en el anélisis. Todos los SNPs
secuenciados han presentado un porcentaje de genotipado mayor del 80%, por lo

cual se han incluido en su estudio posterior.

5.3.3.1 Asociaciones con OB de los polimorfismos seleccionados en la
poblacion de la fase 1

En la poblacién total analizada, se han hallado asociaciones significativas con el
alelo G del rs2746462 y valores bajos de IMC y Cintura, como asi también con
menor riesgo de OB. En la poblacion femenina, este polimorfismo se ha relacionado
con IMC y Cintura, mostrando una asociacion mas fuerte en el caso del IMC, lo que
podria deberse a que el género estuviera interactuando con esta asociacién. EI SNP

rs77655991 se ha asociado solo en mujeres, con el riesgo de OB, lo que podria
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Figura 39. Coberturas de los 9 amplicones secuenciados a lo largo de todo el fragmento.
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significar también que el género es un factor que influiria en la aparicion de este
efecto. Los resultados detallados de las asociaciones se muestran en la tabla 46.
En el caso de la poblacion masculina, no se han encontrado asociaciones con ningun

parametro relacionado con obesidad.

Genotipos IMC (Kg/m2) Cintura (cm) OB (n/%) | OR/95% CI | No OB C. (/%) | OBC. (n/%) | OR/95% CI

SDHB ™ 3202 2142008 9.720.23 2387 (932)| 815 (94.8) 1 1798 (93) 1422 (94.56) 1
GT-GG 218 26564028 9114086 173(68) 45(52)| 0.76(0.54-107) 135(7) 81(54)|  073(054-099)
HWE:0.26 p-valor 0.0062 0.0100 0.11 0.0430
MUJERES
SDHB T 746 27382012 50842035 1259 99)| 487 (%5.0) T 782 92.7) 967 (046) T
GT 120 2600041 87812127 95(7) 25 (49) | 0.67(0.42-107) 62(73) 55(54) | 0.69(0.46-103)
HWE:0.26 p-valor 0.0026 0.0210 0.086 0.072
NDUFSL cc 764 27263012 50582034 1293 038)| 471 (909) T 791 02.4) 968 (93.9)| T
cr 128 27962048 9203:138 84(61) 44(85)| 1.50(1.01-224) 64(75) 66(64)|  0.85(0.58-125)
HWE:031 T 4 2858+193 96252668 101 3(06)| 1.58(1.09-229) 101 303)| 083(061-126)
p-valor 013 017 00180 048

Tabla 46. Asociaciones con OB de los SNPs seleccionados de la fase 2. La primera fila corresponde a los
datos de la poblacién total. OB C.: Obesidad Central.

5.3.3.2 Asociaciones con DMT2 de los polimorfismos seleccionados, en la
poblacion total de la fase 1

Al analizar las variantes identificadas en la secuenciacion de los genes asociados con
DMT2 y OB, no se han hallado asociaciones significativas con DMT2 en la
poblacién total, ni en las poblaciones femenina, masculina y obesa. Solo se ha visto
una relacién del genotipo TT del rs77655991 con mayor riesgo de DMT2 en los

individuos no obesos. Los resultados de esta asociacion se detallan en la tabla 47.

Riesgo de T2DM OR(95% ClI)

Genotipo No T2DM (n(%)) T2DM (n(%))
p-valor
NDUFS1 CC-CT 2396 (99.9) 167 (98.8) 1.00
TT 2(0.1) 2(12) 13.04 (1.64-103.80)
HWE:1 p-valor 0.026

Tabla 47. Asociacion con la DMT2 en la poblacion no obesa.
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5.3.3.3 Asociaciones con HTA de los polimorfismos seleccionados,
en la poblacion de la fase 1

Al estudiar el riesgo de HTA, se ha encontrado una relacion con el alelo C del
rs1801318 y mayor riesgo, en la poblacion total, en la femenina, y en la obesa. En
mujeres, se ha visto que la asociacion es mas significativa, por lo que podria haber
un efecto del género sobre este SNP y su relacion con HTA. Sin embargo, es en los
obesos en donde se ha encontrado la asociacion més significativa, lo que podria
significar que la obesidad es un factor importante en la relacion de este SNP con el
riesgo de HTA. Los resultados detallados se indican en la tabla 48. En las
poblaciones masculina y no obesa, no hemos encontrado ninguna asociacién
relevante.

Con respecto al estudio de PAS y PAD, no se han hallado asociaciones significativas
en ninguna de las poblaciones analizadas, a excepcion de la poblacion femenina, en
donde se ha visto una con el genotipo CC del rs1801318 y menores valores de PAS.

Los datos de la asociacién se detallan en la tabla 49.

Gen Genotipo No HTA HTA (n(%)) Riesgo de HTA OR (95% CI)
dbSNP (n(%)) p-valor

NDUFS1 TT 677 (43.3) 486 (39.4) 1.00
TC-CC 887 (56.7) 748 (60.6) 1.28 (1.08-1.52)
HWE:0.032 p-valor 0.0044
MUJERES
NDUFS1 TT 380 (43.3) 257 (39) 1.00
TC-CC 498 (56.7) 402 (61) 1.45(1.14-1.85)
HWE:0.099 p-valor 0.0025
OBESOS
NDUFS1 TT 116 (51.6) 177 (37.4) 1.00
TC-CC 109 (48.4) 296 (62.6) 1.85 (1.32-2.59)
HWE:0.87 p-valor 0.0004

Tabla 48. Asociaciones con la HTA en las poblaciones donde hubo algin hallazgo.

Genotipo Numero de PAS

pacientes (N) (Mediaen Diferencias (95% IC)
mg/dI(SD))

NDUFS1 TT-TC 125.77 (0.68) 0.00
CcC 7 120.57 (2.08) -5.20 (-8.84 - -1.55)
HWE: 0.069 p-valor 0.0054

Tabla 49. Asociacion con PAS en la poblacion femenina.
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5.4 Fase 4: Estudios de replicacion de las asociaciones
halladas

Para confirmar las asociaciones halladas en 17 genes de la CMR, en la fase 1 y 3, en
los estudios Hortega, Pizarra y Segovia, se han analizado los 26 SNPs maés
significativos, en la poblacion Di@bet.es, mediante secuenciacion de nueva
generacion. Del total de polimorfismos, 23 correspondian a la fase 1, y 3 a la fase 3.
Una vez finalizada la secuenciacion masiva, se ha procedido al analisis
bioinformatico de los resultados. En primer lugar, se ha comprobado que todos los
parametros especificos de la secuenciacion sean correctos segun las especificaciones
de lllumina. Después de obtener los archivos FastQ, se ha realizado el control de
calidad de los datos obtenidos a partir de dichos archivos. Por Gltimo, se han
calculado las coberturas de los amplicones secuenciados en todas las muestras.
Finalmente, se ha realizado el protocolo (pipeline) bicinformatico para obtener los
genotipos de los polimorfismos de interés, y continuar con los estudios de
asociacion con OB, DMT2y HTA en la poblacién.

Se tomaron como criterios de aceptacion de los genotipos obtenidos en la
secuenciacién, un nimero minimo de lecturas para cada SNP y para cada muestra,
de 20x, y un Qscore, mayor a 30 (Q30) para cada base. Se incluyeron en estudios
posteriores los SNPs con un porcentaje mayor al 70% de las muestras secuenciadas
que cumplen con estos criterios, por lo que se ha excluido 1 SNP que estaba por
debajo de ese valor (rs803224), para el estudio de asociacion. Al evaluar el
equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor > 0.002 para cumplir este equilibrio), se ha

excluido el polimorfismo rs1801318, ya que ha sido el Gnico que no lo ha cumplido.

5.4.1 Caracteristicas generales de la poblacién analizada

La poblacion Di@bet.es utilizada para la réplica de los resultados obtenidos en la
primera y tercera fase, posee las caracteristicas generales que se detallan en la tabla
50, en la columna correspondiente. En esta tabla también se muestran los valores
medios de los pardmetros que definen a la poblacién conjunta de los estudios

Pizarra, Hortega y Segovia, para poder comparar los valores de las 2 poblaciones. Es
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importante recalcar que todas las variables que caracterizan a las poblaciones han
mostrado diferencias significativas entre sus medias 0 sus porcentajes, excepto para
laedad y la cintura.

Comparacion

Poblacion Di@bet.es Poblacion total fase 1 y entre las

Variables .
(n=5544) 3 (n=3731) poblaciones

(p-valor)

Edad (afios) 51.0 (17.6) 51.4 (15.9) 0.259

2308(41.6)/3236 (58.4) 1681(45.1)/2043(54.9) 0.001
28.1 (5.2) 27.4 (4.6) <0.001
94.0 (14.2) 93.6 (13.1) 0.204
99.08 (29.456) 95.69 (24.132) <0.001
131.7 (20.3) 129.6 (20.3) <0.001
77.0 (11.1) 79.7 (11.0) <0.001
1546 (30.5) 912 (25.3) <0.001
3640 (48.0) 1614 (44.6) 0.002
790 (15.4) 434 (12.0) <0.001
2430 (46.6) 1798 (49.5) 0.006

Tabla 50. Comparacion de la poblacion total formada por los estudios Hortega, Pizarra y
Segovia, y la poblacion Di@bet.es. Los valores de esta tabla se expresan como la media (SD)
excepto para las variables sexo, OB, OB Central, DMT2 y HTA, en las que se indica el
ntmero de pacientes (%).

5.4.2 Control de calidad de la secuenciacion

-Comprobacion de las especificaciones de los datos de secuenciacion en
el Miseq

Un resumen de los valores obtenidos para los parametros utilizados en la evaluacion
de la secuenciacion, para cada tipo de lectura (read) por separado, se muestra en la
figura 40.
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Figura 40. Resumen de los parametros necesarios para evaluar el correcto funcionamiento de
la secuenciacion en el equipo Miseq de Illumina.

Al comparar los valores de nuestra carrera con los definidos por Illumina, la
cantidad de clusters que han pasado el filtro de calidad (684 K/mm?) est& por debajo
de lo esperado. A pesar de esto, las lecturas que han pasado el filtro de calidad
(14,62 M x2) estan dentro del rango establecido, y el porcentaje de bases con un
Qscore mayor a Q30 es mayor al 80%. Por otro lado, el rendimiento total obtenido
(4 Gb) no ha llegado al minimo esperado, aunque su diferencia es de 0.5.

El porcentaje global de alineamiento del Phix es de 7.245, y en realidad
esperabamos un 10 %. El porcentaje medio de error de la secuenciacion, en base al

Phix, fue de 0.615, es decir, normal.

-Evaluacidn de los archivos FastQ

Para evaluar la calidad de las secuencias obtenidas en la secuenciacion realizada, se
ha utilizado el programa FastQC. Se han seleccionado los controles especificos para
el modo de secuenciacion por amplicones. Sus valores para las lecturas 1 y 2 se

resumen en la tabla 51.
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Parametro Muestras que Muestras con alerta ~ Muestras que
pasan fallan

Per base N content 9603 117 0

Per base sequence quality 9620 24 76

Per sequence quality scores 9711 1 8

Tabla 51. Comportamiento de las muestras segin los distintos controles evaluados en los
FastQ.

A continuacion se muestran como ejemplo, los gréaficos de los parametros obtenidos
para una muestra en particular (Muestra 41002 del Estudio Di@bet.es)
correspondientes a la lectura 1, después del analisis en FastQC:

-Contenido de N por base: se ha comprobado que el porcentaje de bases N en cada
base secuenciada era igual a cero. En la grafica de la figura 41 se puede ver el valor
se mantiene a lo largo de toda la lectura

-Calidad de secuencia por base: se ha observado que el Qscore medio era mayor a 30
a lo largo de toda la lectura, indicando que los datos obtenidos tras la secuenciacion
tienen la calidad adecuada (figura 42).

-Scores de calidad por secuencia: se ha podido ver que el Qscore tiene una
distribucion correcta en todas las secuencias, se comportan de manera homogénea
(figura 43).

M content across all bases
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Figura 41. Contenido de N por base para la muestra 41002 del Estudio Diab@t.es
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Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Position in read {bp}

Figura 42. Calidad de la secuencia por base para la muestra 41002 del Estudio Di@bet.es. La
linea roja representa la mediana y la linea azul la calidad media de secuenciacion.-Scores de
calidad por secuencia.
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Figura 43. Scores de calidad por secuencia para la muestra 41002 del Estudio Di@bet.es.

-Distribucién del nimero de lecturas segun los fastQ (Figura 44): se han realizado
los célculos de distribucion del nimero de lecturas obtenidas para todas las
muestras, segun los valores obtenidos en los fastQ, y se han representado en dos
formas de gréficos de distribucion, en histograma (figura A) y en gréafico de
densidad (figura B).
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Distribucion de numero de lecturas en los FASTQ A Densidad de lecturas en los FASTQ B

conteo
densidad

numero de lecturas numero de leciuras

Figura 44. Distribucion del nimero de lecturas segun los fastQ para el total de muestras
analizadas, graficada en Histograma (A) y en densidad de lecturas (B).

El nimero medio de lecturas en las muestras secuenciadas ha sido de 4097, con un
minimo de 46 y un maximo de 15140.

Por todo lo expuesto en este apartado, los resultados de todos los parametros de
control de calidad, nos han permitido concluir, que las secuencias obtenidas han

mostrado calidades correctas para este tipo de secuenciaciones.

5.4.3 Cobertura de los amplicones secuenciados

Después de realizar el control de calidad de la secuenciacién, se han analizado los
datos de cobertura de las secuencias obtenidas, para los 26 amplicones estudiados.
Para todos lo SNPs, y todas las muestras, la cobertura obtenida ha sido mayor a 20,
por lo que se han obtenido unos valores adecuados para el uso de los genotipos
obtenidos en la secuenciacion, en los andlisis de asociacion posteriores. Los valores

medios de cobertura para cada amplicén se detallan en la figura del anexo 1V.

5.4.4 Asociaciones de los polimorfismos de la CMR y la OB en la

poblacion Di@bet.es

En la tabla 52 se detallan todas las asociaciones halladas al estudiar los 26
polimorfismos seleccionados de la fase 1 y 3, en la poblacion Di@bet.es, con todos
los pardmetros relacionados con OB. Los SNPs rs7255180 y rs535277 se han
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asociado con el riesgo de OB y con el parametro que define la obesidad, el IMC. Por
otro lado, el alelo G del rs535277 se ha asociado con valores bajos de cintura y de
riesgo de obesidad central.

5.4.4.1 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y OB en
subpoblaciones

5.4.4.1.1 Resultados de las asociaciones de CMR Y OB segun género

Se han obtenido las asociaciones con OB e IMC detalladas en la tabla 53, para las
poblaciones masculinas y femeninas. Los polimorfismos cuyas asociaciones se han
encontrado con IMC y OB de forma simultanea, en este caso, los del gen NDUFS4
en mujeres, y los de los genes NDUFS2, COX5B, COX7Al y 2 en hombres,

podrian estar afectando al riesgo de OB a través de la modificacion del IMC.

(Genotipos N IMC Kg/m2 | Cinturacm | No OB (n/%) OB (n/%) OR/95% CI No OB OB Central OR/95% CI
dbSNP (sb) (SD) Central (n/%), (n/%)

COX5A | AA[1247 2277)  27.80.14) 9347(0.38) 896 (285) 351 (256) 669 (28.4) 1
91| 2800.11) 9399(0.3) 1569 (49.9) 708 (51.6) 1.15(0.99-1.35)] 1185 (50.2) 1096 (50.6) 1,05(0.91-1.22)
HWE:0.27 GG 28.2(0.16)] 94.62 (0.44), 679 (21.6)| 312 (22.8)| 1.18(0.98-1.42) 505 (21.4)) 489 (22.6) 1.14(0.95-1.36)
p-valor 0.044) 0.026 0.071 017
COX7AL cC 3051|  27.9(0.08)] 93.75 (0.22) 2774 (883)| 1177 (85.7) T 2085 (88.2) 1872 (86.6)| 1
CT-TT 565| 286(022) 9543 (0.6) 369 (117) 196 (14.3) 123(102-1.49) 278 (11.8) 289 (13.4) 1.15(0.95-1.39)
HWE0.63 p-valor 0.0069) 0028 0033 016
NDUFS4 AA 2409|  282(0.11)] 9466 (0.29)| 1636 (67.4) 773 (70.6)| T 1204 (67.0) 1212 (69.9)| 1
AG-GG|  1114| 27.80.15)| 93.8(0.41) 792(326)  322(29.4) 084(0.72-0.99) 591 (32.9) 523 (30.1) 0.85(0.73-1.00)
HWE:0.6 p-valor 002¢f 0016 0033 0044
COX5B AA| 2286 27900 9371(0.29) 1625 (528) 657 (48.9)| T 1206 (52.4) 1080 (50.8)| 1
cAcc| 2144 28.1(0.12)| 94.39 (0.32) 1453 (47.2) 687 (51.1) 1.18(1.04-1.35) 1096 (47.6) 1048 (49.2) 1.09(0.96-1.24)
HWE:049 | p-valor 014 004 0012 018
NDUFS2 AAAG| 4058 28.3(0.08)| 94.05 (0.22) 2621 (97.7)| 1237 (98.0) T 2106 (97.4) 1960 (98.3)| T
66| % 27.2047)| 9122 (1.43) 68 (2.4) 24(19) 0.83(0.51-1.34) 57 (2.6) 34(17) 0.61(0.38-0.97)
HWE0.83 p-valor 0.23 0.19 0.44 0033

Tabla 52. Asociaciones de los polimorfismos de la CMR y todos los pardmetros relacionados
con la OB en la poblacién Di@bet.es.

En el caso de los resultados obtenidos para la Cintura y la OB Central, todas las
variantes halladas aqui, a excepcidn del rs17624157, se han asociado también con
IMC y/o OB, en las mismas subpoblaciones y con las mismas tendencias. Por otro
lado, s6lo uno de los SNPs podria estar afectando al riesgo de padecer OB Central
por su posible efecto sobre la Cintura: el rs7255180 en hombres. Los detalles de esta
asociacion, junto con el resto de las halladas en las poblaciones masculinas y

femeninas, se indican en la tabla 54.
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Al evaluar el comportamiento de las asociaciones halladas en estas subpoblaciones
respecto a la poblacién total, se ha visto que en mujeres, la asociacién del rs535277
ha sido mas significativa para IMC, OB y Cintura. En el caso de los hombres, las
asociaciones con IMC y Cintura del SNP rs1470625 han mejorado, no asi las que se
habian hallado con OB. Para el rs7255180, se ha encontrado una asociacion menos

significativa en IMC, pero por el contrario, unas mas significativas con Cintura y
OB Central.

Poblacién Diab@t.es IMC (Kg/m2) No Obesidad (n(%6)) Obesidad (n(%6)) OR(95% CI)
Gen/SNP ‘ (€]

AA 1012 | 1397| 2858 (0.14) | 27.91(0.15)| 682 (67.6) | 954 (67.2) | 330(68.2) | 443 (72.5) 1 1
NDUFS4

AG-GG | 481 | 633 | 2855(0.2) | 27.3(0.22) | 327 (32.4) | 465(32.8) | 154(31.8) | 168 (27.5) | 0.98(0.77-L.23) | 0.73(059-0.91)
rs535277

p-valor 0.93 0.0046 0.84 0.0045
HWE:0.81

AA 546 | 701 | 2822 (0.19) | 275(0.19) | 388(29.2) | 508 (28) | 158 (25.6) | 193 (25.6) 1.00 1.00
COX5A

AG 963 |1314| 2853 (0.14) | 27.68(0.16) | 651 (49.1) | 918 (50.5) | 312 (50.6) | 396 (52.5) | 1.17(0.93-1.47) | 1.15(0.93-1.42)
rs1133322

GG 435 | 556 | 28.86 (0.21) | 27.72(0.23)| 288 (21.7) | 391 (21.5) | 147(23.8) | 165(21.9) | 1.24(094-1.63) | 1.16(0.90-1.50)

p-valor 0.03 0.26 0.12 0.23
HWE:1

AA 983 |1299| 283(0.14) | 27.65(0.15)| 692 (53.4) | 933 (52.4) | 291 (48.1) | 366 (49.5) 1 1
COXsB

CA-CC | 919 |1221| 2873 (0.15) | 27.68 (0.17)| 605 (46.6) | 848 (47.6) | 314 (51.9) | 373(50.5) | 1.25(1.03-1.52) | 1.12(0.93-1.33)
rs1470625

p-valor 0.023 0.96 0.024 0.23
HWE:1

GG-CG | 1857 | 2467 2851 (0.1) | 27.64 (0.11)| 1269 (100) | 1745 (99.8)| 588 (99.3) | 722 (99.9) 1 1
COX7A2

cc 4 5 |3417(147)| 2613 (1.4) 0(0) 4(02) 40.7) 1(0.1) NA(0.00-NA) | 0.60(0.06-5.72)
rs683943

p-valor 0.009 0.51 0.0023 0.64
HWE:1

GG 688 | 945 | 2823 (0.16) | 27.58 (0.19) | 485 (37.7) | 665 (37.4) | 203 (34.1) | 280 (38) 1 1
NDUFS2

AG 899 |1223| 2854 (0.15) | 27.71(0.16)| 615 (47.8) | 862 (48.5) | 284 (47.7) | 361(49) | 1.11(089-1.38) | 0.95(0.78-1.16)
rs4656993

204 | 345 | 2887 (0.27) | 2751(0.29)| 186(14.5) | 249 (14) | 108 (18.1) 96(13) 1.38(1.03-1.84) | 0.94(0.71-1.25)

p-valor 0.035 0.94 0.037 0.61
HWE:0.92

cC 1688 | 2263| 2841 (0.11) | 2758 (0.12) | 1166 (88.2) | 1608 (88.3)| 522 (84.6) | 655 (86.6) 1 1
COX7A1

CT-TT | 251 | 314 | 2922 (0.28) | 2815 (0.32)| 156 (11.8) | 213 (11.7) | 95(154) | 101 (13.4) | 1.34(102-1.77) | 1.15(0.88-1.50)
rs7255180

p-valor 0.0091 0.13 0.038 03
HWE:1

cC 1745 | 2368| 2858 (0.11) | 27.66 (0.11) | 1174 (86.6)| 167 7(89) | 571 (91.1) | 691 (88.1) 1 1
COX6A1

cT 229 | 289 | 2799 (0.28) | 27.71(0.34)| 173 (12.8) | 200 (10.6) | 56 (8.9) 89 (11.3) | 0.68(0.49-093) | 1.02(0.77-1.34)
rs17431357

T 8 | 11 | 27230.7) | 2657 (1.41)| 8(06) 7(04) 0(0) 4(05) 0.00(0.00-NA) | 1.30(0.35-4.77)

p-valor 0.053 0.47 0.0024 0.79
HWE:0.53

TT 1380 | 1906| 2859 (0.12) | 27.72 (0.13) | 930 (91.8) | 1338 (934)| 450 (94.7) | 568 (93.6) 1 1
NDUFS1

TC 108 | 133 | 2825(0.41) | 2779 (0.46)| 83@8.2) | 94(6.6) 25 (5.3) 39(6.4) | 0.62(039-0.98) | 0.98(0.65-1.46)
rs3770989

p-valor 0.42 0.87 0.035 0.91
HWE:0.26

Tabla 53. Asociaciones obtenidas con la OB en las poblaciones femenina y masculina de
Di@bet.es. G: genotipo; H: hombres; M: mujeres.
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Poblacion Di@bet.es N° de Cintura (cm) No obesidad central Obesidad central OR/95% CI

pacientes (n/%) (n/%)
dbSNP Genoti- H M M
pos
AA 987 1299 | 98.23(0.37) | 90.27(0.39) | 625(53.2) 581(51.5) 362(49.4) 718(51.5) 1 1
CA-CC 921 1223 | 99.26(0.4) | 90.73(0.44) | 550(46.8) 546(48.5) 371(50.6) 677(48.5) 1.21(1.00-1.47) 1.00(0.84-1.19)
HWE:0.12 p-valor 0.018 0.46 0.052 0.99
GG 690 946 97.83(0.44) | 90.49(0.5) 449(38.3) 429(38.1) 241(33.7) 517(37.2) 1 1
AG 903 1227 98.9(0.39) | 90.63(0.41) | 548(46.8) 540(48) 355(49.6) 687(49.4) 1.23(0.99-1.53) 1.00(0.83-1.20)
AA 294 343 99.43(0.75) | 89.71(0.77) 174(14.9) 156(13.9) 120(16.8) 187(13.4) 1.27(0.95-1.71) 1.03(0.78-1.35)
HWE:1 p-valor 0.036 0.49 0.053 0.87
cc 1693 2264 | 98.37(0.29) | 90.3(0.31) | 1066(88.5) 1019(87.9) 627(84.6) 1245(87.7) 1 1
CT-TT 252 315 |100.71(0.7)| 91.2(0.82) | 138(115) 140(12.1) 114(154) | 175(12.3) 1.39(1.05-1.83) 0.97(0.75-1.26)
HWE:1 p-valor 0.0062 0.46 0.022 0.84
cc 1748 2372 |98.86(0.29) | 90.47(0.3) | 1063(86.5) 1066(89.1) 685(90.4) 1306(88.5) 1 1
cT 231 288 |97.33(0.72) | 90.73(0.88) | 159(12.9) | 125(10.4) 72(9.5) 163(11.1) 0.71(0530.97) 0.97(0.74-1.28)
™ 8 11 |98.88(353)| 91(4.95) 7(0.6) 5(0.4) 10.1) 163(11.1) 0.19(0.02-1.61) 0.87(0.23-3.37)
HWE:0.53 p-valor 0.13 0.68 0.0086 0.81
GG-GA 1908 2563 |98.61(0.27) | 90.5(0.29) | 1186(98.1) | 1149(98) | 722(9.4) | 1414(98.1) 1 1
AA 50 51 |101.82(17)| 87.94(1.61) |  23(1.9) 24(2) 27(3.6) 27(1.9) 1.99(1.10-3.58) 0.94(0.51-1.75)
HWE0.64 p-valor 0.062 0.21 0.023 0.85
AA 1016 1400 | 905(0.29) | 91.39(0.4) | 611(66.8) | 593(67.4) | 405(69.5) 807(70) 1 1
AG-GG 482 632 | 98.6(053) | 90.15(0.56) | 304(33.2) | 287(326) | 178(30.5) | 345(29.9) 0.88(0.70-1.12) 0.82(0.66-1.01)
HWE:0.81 p-valor 0.43 0.0098 0.3 0.062

Tabla 54. Resultados de las asociaciones con Cintura 'y OB Central en hombres y mujeres. H:
hombres; M: mujeres.

5.4.5 Asociaciones de los polimorfismos de la CMR y la DMT2 en
Di@bet.es

Las asociaciones de las variantes a replicar, con la DMT2, se detallan en la tabla 55.
Tres de los SNPs asociados con diabetes, se han asociado al mismo tiempo con OB
(rs1470625, rs7255180 y rs1136224).

Los detalles de las 2 asociaciones halladas con glucemia se indican en la tabla 56.
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Genotipo

No DMT?2 (n(%))

DMT?2 (n(%))

Riesgo de DMT2 OR(95%
(@)

p-valor

AA 1996 (52.3) 285 (47.2) 1
HWE:0.12 CA-CC 1821 (47.7) 319 (52.8) 1.26 (1.04-1.52)
p-valor 0.017
cc 3403 (87.2) 547 (89.1) 1
HWE:0.63 CT-TT 498 (12.8) 67 (10.9) 0.73 (0.55-0.98)
p-valor 0.035
AA-AG 3891 (99.4) 622 (100) 1
HWE:0,082 GG 23(0.6) 0(0) 00  (0.00-NA)
p-valor 0.024
GG-CG 1
HWE:0.36 3740 (99.9%) 583 (99.3%)
cc 7.27 (1.65-31.98)
5(0.1%) 4(0.7%)
p-valor 0.013
AA-AG 1
HWE: 0.011 2639 (77.8%) 413 (73.8%)
GG 1.27 (1.01-1.59)
751 (22.1%) 147 (26.2%)
p-valor 0.041
AA 2599 (72.4%) 413 (73.9%) 1
HWE:0.5 AG 904 (25.2%) 141 (25.2%) 1.07 (0.85-1.34)
GG 87 (2.4%) 5 (0.9%) 0.36 (0.14-0.95)
p-valor 0,05

Tabla 55. Resultados de las asociaciones obtenidas con DMT2 en Di@bet.es.

Genotipos N

Glucemia

(Media en mg/dI(SD))

Diferencias (95% IC)

rs10504961 cc 1178 93.07 (0.55) 0.00
HWE:0.75 CT-TT 2720 94.85 (0.39) 1.44 (0.18 - 2.70)
p-valor 0.025
rs11205591 CC-CG 3175 94.06 (0.35) 0.00
HWE:0.23 GG 188 90.52 (0.99) -3.13 (-5.84 - -0.41)
p-valor 0.024

Tabla 56. Asociacion obtenida para la glucemia en la poblacién Di@bet.es.

5.4.5.1 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y en

subpoblaciones

5.4.5.1.1 Resultados de las asociaciones de CMR Y DMT?2 segUn género

Al analizar los resultados obtenidos con DMT2 en mujeres, se han encontrado

asociaciones mas significativas en mujeres, en comparacion con la poblacion total,
para los SNPs rs1470625, rs4806187 y rs7255180. Con respecto a los hombres, los

alelos G del polimorfismo rs1133322 y del rs9360898 han mostrado una asociacion
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con menor riesgo de DMT2. Los detalles de las asociaciones con DMT2 de ambas
subpoblaciones se muestran en la tabla 57.

Al comparar las asociaciones de glucemia en las poblaciones de hombres y mujeres,
con la muestra total, se ha visto que las relaciones de los SNPs rs10504961 y
rs11205591 obtenidas en esta Ultima, no estaban influenciadas por el género, debido
a que ambos sexos se han comportado con la misma tendencia en sus valores de OR,
a pesar de que s6lo ha llegado a asociarse significativamente una de las

subpoblaciones. Estos resultados, junto con las demas asociaciones con glucemia de

las poblaciones masculina y femenina, se detallan en la tabla 58.

Genotipo NO DMT2 DMT2 OR (95% CI)
(/%) (n/%) p-valor
Hombres Mujeres Hombres Mujeres Hombres Mujeres
AA 434(27.2) 642(27.9) 112(32.4) 59(21.8) 1 1
HWE=0.28 AG 804(50.3) 1168(50.8) 159(46) 145(53.5) 0.66(0.49-0.88) 1.33(0.95-1.88)
GG 360(22.5) 489(21.3) 75(21.7) 67(24.7) 0.64(0.45-0.91) 1.66(1.11-2.47)
p-valor 0.008 0.013
AA 810(51.8) 1186(52.7) 173(51.3) 112(42) 1 1
HWE=0.83 CA-CC 755(48.2) 1066(47.3) 164(48.7) 155(58) 1.03(0.80-1.33) 1.56(1.18-2.06)
p-valor 0.8 0.0018
cc 1388(87) 2015(87.4) 300(87.2) 247(91.5) 1 1
HWE:1 CT-TT 207(13) 291(12.6) 44(12.8) 23(8.5) 0.86(0.59-1.25) 0.59(0.37-0.95)
p-valor 0.43 0.022
T 983(61.4) 1383(59.7) 230(66.7) 161(57.9) 1.00 1.00
HWE:0.5 GT-GG 619(38.6) 932(40.3) 115(33.3) 117(42.1) 0.70(0.54-0.92) 1.12(0.85-1.47)
p-valor 0.0087 0.44
AA-AG 1446(98) 2057(97.3) 308(99) 246(99.2) 1.00 1
HWE:1 GG 30(2) 57(2.7) 3(1) 2(0.8) 0.86(0.63-1.17) 0.28(0.06-1.24)
p-valor 0.32 0.048
GG-AG 1297(83.8) 1935(86.2) 290(87.1) 232(87.2) 1 1
HWE:0.09 AA 251(16.2) 311(13.8) 43(12.9) 34(12.8) 0.65(0.44-0.94) 1.04(0.69-1.56)
p-valor 0.019 0.87
AA-AG 1087(79.2) 1552(77) 218(71.2) 195(76.8) 1 1
HWE:0.015 GG 286(20.8) 465(23.1) 88(28.8) 59(23.2) 0.99(0.70-1.39) 1.60(1.18-2.18)
p-valor 0.95 0.0029
GG-CG 1534(99.9) 2206(99.8) 323(99.1) 260(99.6) 1.00 1.00
HWE:0.36 cc 1(0.1) 4(0.2) 3(0.9) 1(0.4) 13.26(1.22-143.72) 3.89(0.36-41.68)
p-valor 0.019 0.32

Tabla 57. Asociaciones con el riesgo de DMT2 en las poblaciones femenina y masculina del
estudio Di@bet.es.
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Genotipo

Glucemia
(Media en mg/dI(SD))

Diferencias (95%IC)

H M
cc 470 708 96.84(1.0) 90.56(0.58) 0.00 0.00
HWE:0.28 CT-TT 1166 | 1554 98.96(0.7) 91.76(0.41) 1.50(-0.94-3.95) 1.34(0.06-2.63)
p-valor 0.23 0.041
AA 830 1153 98.35(0.8) 90.73(0.42) 0.00 0.00
HWE=1 CA-CC 768 1049 98.01(0.8) 91.99(0.51) -0.50(-2.71-1.72) 1.45(0.27-2.63)
p-valor 0.66 0.016
T 557 797 100.3(1.2) 90.71(0.56) 0.00 0.00
HWE=0.7 cT 794 | 1044 96.78(0.5) | 91.44(0.45) -3.02(-5.50--0.55) 1.05(-0.25-2.35)
cc 282 391 98.68(1.5) 92.17(0.85) -0.82(-4.09-2.45) 2.30(0.60-4.01)
p-valor 0.046 0.0073
AA 856 1223 98.54(0.7) 92.34(0.44) 0.00 0.00
HWE=0.55 CA-CC 405 555 98.6(1.25) 90.33(0.63) 0.00(-2.72-2.73) -1.57(-2.96--0.17)
p-valor 1 0.028
AA 467 624 99.87(1.3) 90.67(0.59) 0.00 0.00
HWE=0.73 AG 808 1142 98.28(0.8) 91.74(0.48) -1.87(-4.46-0.72) 1.11(-0.27-2.50)
GG 362 476 96.19(0.8) 91.02(0.67) -4.37(-7.49--1.24) 0.62(-1.08-2.31)
p-valor 0.0065 04
GG-CG 1568 | 2156 98.01(0.5) 91.33(0.33) 0.00 0.00
HWE:0.36 cc 3 4 128.5(15) 84.38(3.69 26.66(1.18-52.15) -5.42(-19.30-8.47)
p-valor 0.04 0.44
CC-CG 1335 | 1840 98.21(0.6) 91.04(0.36) 0.00 0.00
HWE:0.23 GG 89 99 92.35(1.3) 88.87(1.41) -4.97(-9.88--0.06) -1.43(-4.32-1.47)
p-valor 0.047 0.34

Tabla 58. Asociaciones con la glucemia en las poblaciones femenina (M) y masculina (H) del
estudio Di@bet.es.

5.4.5.1.2 Resultados de las asociaciones de CMR Y DMT2 en individuos

obesos

En la poblacion obesa, se ha hallado asociacion con el genotipo CC del rs683943 y

mayor riesgo de DMT2 (tabla 59), pero con menos significacion que en la poblacion

total. Un comportamiento opuesto se encontr6 en el analisis de la glucemia, para el

polimorfismo rs10504961, ya que se hall6 una asociacion mas significativa en

obesos que en poblacion general. El genotipo GG del rs4806187 se ha asociado con
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valores mayores de glucemia en los obesos. Los resultados de los SNPs relacionados
con glucemia se detallan en la tabla 60.

‘ Genotipos No DMT2 (n/%) | DMT2 (n/%) OR (95 % CI) ‘
COXT7A2 GG-CG 1001 (99.8) 308 (99) 1.00
cc 2(0.2) 3(1) 6.82 (1.01-45.81)
HWE:0.71 p-valor 0.048

Tabla 59. Asociacion obtenida con la DMT2 en la poblacion obesa.

Glucemia
Genotipos (Mediaen Diferencias (95% IC)
mg/dI(SD))
COX7A2 GG 991 100.53 (0.65) 0.00
CG 94 105.04 (3.22) 4.74(0.26 -9.22)
HWE:0.71 cc 4 117.85 (15.1) 17.57 (-3.21 - 38.34)
p-valor 0.011
COX6B1 AA-AG 770 100.48 (0.72) 0.00
GG 234 106 (2.02) 5.46 (2.19 - 8.73)
HWE:0.015 p-valor 0.0011
UQCRB cc 341 98.61 (0.99) 0.00
CT-TT 800 102.4 (0.84) 3.48(0.71 - 6.25)
HWE:0.28 p-valor 0.014

Tabla 60. Asociaciones halladas con la glucemia en la poblacion obesa.

5.4.5.1.3 Resultados de las asociaciones de CMR Y DMT2 en

individuos no obesos

Al analizar las asociaciones de los polimorfismos de la CMR con DMT2 en
poblacion no obesa, no se ha obtenido ningin hallazgo. Sin embargo, se han
encontrado tres asociaciones con glucemia, aunque no muy significativas. Los
resultados se detallan en la tabla 61.
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Glucemia

Genotipos (Mediaen Diferencias (95% IC)
mg/dI(SD))
COX7C GG 2553 91.57 (0.36) 0.00
AG 248 89.49 (0.94) -1.82 (-4.01- 0.37)
HWE:0.17 AA 5 107.86 (16.91) 15.98 (1.28 - 30.68)
p-valor 0.026
NDUFS5 cc 1281 91.81 (0.57) 0.00
CG 959 90.44 (0.47) -1.15 (-2.57- 0.27)
HWE:0.032 GG 143 88.7 (1.08) -1.27 (-2.39 - -0.15)
p-valor 0.026
NDUFS2 GG-AG 2292 91.58 (0.36) 0.00
AA 387 89.56 (0.72) -1.82 (-3.54 --0.11)
HWE:0.53 p-valor 0.037

Tabla 61. Asociaciones halladas con la glucemia en la poblacion no obesa.

5.4.6 Asociaciones de los polimorfismos de laCMR y laHTA en la
poblacién Di@bet.es

Se han hallado dos polimorfismos asociados a HTA en la muestra total analizada.
Por un lado, el alelo C del rs1133322 se ha asociado con menor riesgo de
enfermedad, mientras que el alelo G del rs9360898 se ha relacionado con mayor
riesgo. Los detalles se muestran en la tabla 62. Se encontré también una asociacién
muy significativa del rs1133322 y PAD (tabla 63), lo que podria indicar que este
SNP afectaria al riesgo de HTA, modificando a la presién diastolica.

Gen Genotipo No HTA (n(%)) HTA (n(%)) Riesgo de HTA OR(95% ClI)
dbSNP p-valor

COX5A T 663 (26.6) 579 (28.8) 1.00
CT-CC 1833 (73.4) 1433 (71.2) 0.83 (0.70-0.97)
HWE:0.32| p-valor 0.02
cox7A2 | TT 1551 (61.7) 1203 (59.5) 1.00
GT-GG 963 (38.3) 818 (40.5) 1.17 (1.01-1.36)
HWE:0.17| p-valor 0.038

Tabla 62. Asociaciones halladas con la HTA en la poblacion de Di@bet.es.
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Genotipo Numero de PAD Diferencias (95% IC)

pacientes (N) (Mediaen
mg/dI(SD))

COX5A T 76.71 (0.34) 0.00
cT-cC 2516 75.25 (0.22) -1.42 (-2.17 - -0.68)
HWE:0.97 p-valor 0.0002

Tabla 63. Asociacidn hallada con la PAD en la poblacion de Di@bet.es.

Con respecto a los SNPs que se han asociado con PAS, el genotipo CC del
rs1022580 y el GG del rs2746462 se relacionaron con valores méas altos de este
parametro, aunque los individuos con dichos genotipos fueron muy escasos. Este

Gltimo SNP es uno de los identificados en la fase 2. Los resultados en detalle se

muestran en la tabla 64.

. Nuamero de PAS . .
dbSNP Genotipo . . Diferencias (95% IC)
pacientes (N) (Media en mg/dI(SD))

AA-CA 3459 127.33(0.31) 0.00
HWE: 1 cc 3 151 (21.2) 28.74 (12.14 - 45.34)
p-valor 0.0007
TT-GT 3389 127.36 (0.32) 0.00
HWE:1 GG 3 151 (21.2) 28.74 (12.07 - 45.41)
p-valor 0.0007

Tabla 64. Asociaciones halladas con la PAS en la poblacion de Di@bet.es.

5.4.6.1 Resultados de asociaciones de SNPs de CMR y HTA en

subpoblaciones

5.4.6.1.1 Resultados de las asociaciones de CMR Y HTA segln género

En la poblacion femenina, no se ha obtenido ninguna relacion con HTA ni con
PAD. Sin embargo, se han encontrado asociaciones con PAS (tabla 65) y los
mismos polimorfismos que se habian asociado en la poblacion total. Al obtenerse
asociaciones mas significativas en mujeres, se podria decir que esta asociacion esta
afectada por el género, pero siguen siendo muy escasos los pacientes con los

genotipos asociados, a pesar de que el efecto es muy grande.
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En la poblacion masculina, no se ha hallado asociacién con HTA ni con PAS, pero
si con el rs1133322 y PAD (tabla 66). Al verse una asociacion mas significativa en
hombres que en la poblacion general, se podria decir que el género influiria de forma
muy importante en el efecto de este SNP sobre la PAD.

PAS

dbSNP Genotipo ) (Mediaen Diferencias (95% IC)
pacientes (N)
mg/dI(SD))

Numero de

AA-CA 122.4 (0.4) 0.00

HWE: 1 cc 2 164 (29) 48.90 (29.06 - 68.73)
p-valor <0.0001
TT-GT 1967 122.44 (0.41) 0.00

HWE:1 GG 2 164 (29) 48.92 (29.01 - 68.82)
p-valor <0.0001

Tabla 65. Asaciaciones halladas con PAS en la poblacion femenina de Di@bet.es.

dbSNP Genotipo Diferencias (95% IC)

pacientes (N) (Media en mg/dI(SD))

Numero de PAD

T 79.61 (0.5) 0.00
HWE:0.47 CT-CC 1038 77.45(0.3) -2.23(-3.28--1.17)
p-valor <0.0001

Tabla 66. Asociacion obtenida con la PAD en la poblacion masculina.

5.4.6.1.2 Resultados de las asociaciones de CMR Y HTA en individuos
obesos

En la poblacién obesa, se han obtenido asociaciones con PAS (tabla 67) y con PAD
(tabla 68), pero no con HTA. El polimorfismo asociado con PAS no se ha asociado
con otra poblacion estudiada, por lo que podria decirse que para ver este
comportamiento del SNP frente a PAS, la obesidad es un factor relevante. Por el
contrario, la variacion relacionada con PAD en obesos ya se habia asociado de
manera mas significativa en la poblacion total y en hombres, por lo que la obesidad
no influiria decisivamente para producir esta asociacion, aunque podria estar
afectando de manera negativa, es decir, el efecto protectivo del alelo C no se podria

manifestar en presencia de obesidad.
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Genotipo Numero de PAS

pacientes (N) (Mediaen Diferencias (95% IC)
mg/dI(SD))

AA 135.29 (0.75) 0.00
HWE:1 AG 206 132.84 (1.19) -3.03 (-5.46 - -0.60)

GG 18 127.1 (4.44) -6.10 (-13.28 - 1.07)

p-valor 0.0045

Tabla 67. Asociacion obtenida con la PAS en la poblacién obesa de Di@bet.es.

dbSNP Genotipo Numero de PAD
: Diferencias (95% IC
pacientes (N)  (nedia en mg/di(SD)) (95%1C)

T 224 80.89 (0.7) 0.00
HWE:0.47 CT-CC 629 79.3(0.39) -1.69 (-3.18 --0.21)
p-valor 0.026

Tabla 68. Asaciacion obtenida con la PAD en la poblacion obesa de Di@bet.es.

5.4.6.1.3 Resultados de las asociaciones de CMR Y HTA en individuos

no obesos

Al analizar la poblacién no obesa, no se han hallado asociaciones con HTA. Sin
embargo, se han asociado con PAS dos polimorfismos (tabla 69), que han coincidido
con los relacionados en poblacién general y femenina. Las asociaciones menos
significativas las han mostrado en no obesos, por lo que podriamos inferir que la
presencia de obesidad estaria contribuyendo en la aparicion de esta asociacion. Por
otro lado, el rs1133322 se ha asociado con PAD (tabla 70) en todas las poblaciones
analizadas en la fase 4, excepto la femenina. Esta asociacion es mas significativa en
no obesos solo al compararla con los obesos, hecho que podria significar que la
obesidad estaria afectando el efecto del polimorfismo sobre PAD. Se han incluido
los datos de la asociaciéon del rs11205591 con PAD en la tabla 70, porque eran
cercanos a la significancia, y en la fase 1 de este trabajo habia asociacién. Asi, este
polimorfismo se va a tener en cuenta en el analisis de asociacion de la poblacién

total estudiada en este trabajo.
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Genotipo Numero de PAS

pacientes (N) (Mediaen Diferencias (95% IC)
mg/dI(SD))

AA-CA 124.92 (0.35) 0.00
HWE: 1 cc 2 159 (34) 31.34 (11.30 - 51.39)
p-valor 0.0022
rs2746462 AA-CA 2556 124.96 (0.36) 0.00
HWE:1 cc 2 159 (34) 31.30 (11.20 - 51.40)
p-valor 0.0023

Tabla 69. Asaciaciones halladas con PAS en la poblacién no obesa de Di@bet.es.

Genotipo Numero de

PAD
(Mediaen Diferencias (95% IC)
mg/dI(SD))

pacientes (N)

743 75.45 (0.37) 0.00
HWE:0.94 CT-CC 1887 73.9(0.26) -1.32 (-2.18 - -0.46)
p-valor 0.0026
CC-CG 2150 74.37 (0.24) 0.00
HWE:0.0065 GG 129 75.54 (0.86) 157 (-0.27 - 3.40)

0.094
Tabla 70. Asociaciones halladas con PAS en la poblacion no obesa de Di@bet.es.

5.4.7 Validacion de las asociaciones replicadas en las poblaciones

Después de encontrar en la poblacion Di@bet.es, las asociaciones de la fase
preliminar que se replicaron, o tuvieron un comportamiento similar, con valores p
cercanos al nivel de significacion, éstas se estudiaron en la poblacién obtenida a
partir de la suma de los 4 estudios incluidos en este trabajo.

5.4.7.1 Asociaciones replicadas en las poblaciones generales totales

Al comparar las asociaciones halladas en la fase 1 y 3 en la poblacién total, con los
hallazgos en la muestra de Di@bet.es, no se ha replicado ninguna asociacién con las
variables analizadas.

5.4.7.2 Comparacion de las asociaciones con OB obtenidas en lafase 1y 4
Asociaciones replicadas con OB en las poblaciones segin género

En el caso de las poblaciones masculinas y femeninas, se ha visto que el alelo C del
rs3770989 ha mostrado el mismo comportamiento con respecto a su asociacion con

OB, en hombres y en mujeres de las poblaciones de la fase 1 y 4. Sin embargo, en la
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poblacién total del estudio preliminar se habia encontrado una asociacién
significativa en mujeres, mientras que en la poblacion Di@bet.es estaba presente en
hombres. Para estudiar mas a fondo su comportamiento, se analizé este SNP en la
poblacidn total de este trabajo, hallandose asociaciones significativas para ambas
poblaciones, lo que confirma el hallazgo inicial. En la tabla 71 puede apreciarse que
el efecto en hombres es protectivo, y de manera opuesta, en las mujeres presenta
mayor riesgo de DMT2, para cada poblacion independiente estudiada, y en su

conjunto.

No Obesidad (n(%)) Obesidad (n(%)) OR(95% Cl)
dbSNP Genotipos H M H M H M
ASOCIACION FASE 1
NDUFS1 T 1069 (92.2) 1202 (93.6) 364 (93.8) 493 (89.3) 1 1
rs3770989 CT-CC 91 (7.8) 82 (6.4) 24.(6.2) 59 (10.7) 0.79(0.50-1.26) 1.89(1.30-2.73)
HWE:1 p-valor 0.32 0.0009
ASOCIACION FASE 4
NDUFS1 T 930 (91.8) 1338 (93.4) 450 (94.7) 568 (93.6) 1 1.00
rs3770989 CcT 83(8.2) 94 (6.6) 25 (5.3) 39 (6.4) 0.62(0.39-0.98) 0.98(0.65-1.46)
HWE:0.5 p-valor 0.035 091
ASOCIACION FASE 1+4
NDUFS1 TT 2025 (91.8) | 2601 (93.6) 768 (94.7) 1018 (91.6) 1 1
rs3770989 CT-CC 180 (8.2) 179 (6.4) 43 (5.3) 93 (8.4) 0.64(0.45-0.90) 1.37(1.04-1.80)
HWE:0.2 p-valor 0.0072 0.026

Tabla 71. Asociaciones del SNP rs3770989 con OB en el estudio preliminar, en la réplica, y en el analisis
conjunto de toda la poblacion de este trabajo. H: hombres, M: Mujeres.

5.4.7.3 Comparacion de las asociaciones con DMT2 obtenidas enlafase 1y 4

Asociaciones replicadas con DMT2 en las subpoblaciones segin género

En los subgrupos obtenidos al dividir las poblaciones totales segin el sexo, se vio
que el alelo G del rs9360898 presentaba la misma tendencia en DMT2 en la
poblacion masculina y femenina de la fase 1 y 4, a pesar de que se ha asociado
significativamente con mayor riesgo en las mujeres de la fase 1 y con menor riesgo
de OB en hombres de Di@bet.es. Para estudiar mas a fondo este hallazgo, se analizé
este polimorfismo en la poblacion conjunta de las 2 fases. Asi, se ha obtenido
asociacion significativa para las poblaciones femenina y masculina, en la poblacién
conjunta, corroborando el efecto opuesto de este polimorfismo sobre el riesgo de
DMT2 en hombres y mujeres. En la tabla 72 se indican los resultados de estas

asociaciones.
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Genotipo NO DMT2 (N%) DMT?2 (N/%) OR (95% Cl)

H M
ASOCIACION FASE 1
COXT7A2 T 770 (61.6) 975 (62.1) 123 (67.2) 88 (51.5) 1 1
rs9360898 GT-GG  |479 (38.4) 594 (37.9) 60 (32.8) 83 (48.5) 0.76/0.54-1.07 157/1.12-2.21
p-valor 0.11 0.0091
ASOCIACION FASE 4
COX7A2 T 983 (61.4) 1383 (59.7) 230 (66.7) 161 (57.9) 1 1
rs9360898 GT-GG  |619 (38.6) 932 (40.3) 115 (33.3) 117 (42.1) 0.70/0.54-0.92 1.12/0.85-1.47
p-valor 0.0087 0.44
ASOCIACION FASE 1+4
COX7A2 T 1764 (61.6) 2385 (60.8) 355 (66.2) 256 (55.6) 1 1
rs9360898 GT-GG  |1101 (38.4) 1538 (39.2) 181 (33.8) 204 (44.4) 0.75/0.61-0.92 1.25/1.02-1.55
p-valor 0.0059 0.036

Tabla 72. Asociaciones del SNP rs9360898 con DMT2 en el estudio preliminar, en la réplica, y en el
analisis conjunto de toda la poblacién de este trabajo. H: hombres, M: Mujeres.

Con respecto a las asociaciones a replicar en glucemia, se ha encontrado una
asociacién significativa de la misma magnitud en las mujeres de ambas poblaciones
generales analizadas, del alelo T del rs10504961 con valores altos de glucemia. Se
ha validado su efecto en el analisis de la poblacién femenina de la muestra total
conjunta. En la tabla 73 se muestran los valores medios de glucemias y las
diferencias entre los distintos genotipos, para los hombres y mujeres de las
poblaciones de la fase 1y 4, y para la poblacién obtenida de su union.

Glucemia
(Media en mg/dI(SD))

Diferencias (95%IC)

H

ASOCIACION FASE 1

UQCRB cc 395 477 96.2 (1.12) 90.47(0.66) 0.00 0.00
1510504961 CT-TT 977 1163 94.0 (0.5) 92.02(0.52) | -2.43 (-4.5--0.3) | 1.79 (0.09 - 3.49)
HWE:0.43 p-valor 0.026 0.039

ASOCIACION FASE 4

UQCRB cc 470 708 96.84 (1.05) 90.56 (0.58) 0.00 0.00
rs10504961 CT-TT 1166 1554 98.96 (0.7) 91.76 (0.41) 1.50(-0.94-3.9) | 1.34(0.06 - 2.63)
HWE:0.28 p-valor 0.23 0.041

ASOCIACION FASE 1+4
UQCRB cc | 724 1749 97.15(0.88) | 93.74(0.47) 0.00 0.00
110504961 ot | 1851 4238 768052 | g48803 | o14(rra-20) |11 (%1013- 2.18)
HWE:0.66 p-valor 0.88 '

Tabla 73. Asociaciones del SNP rs3770989 con OB en el estudio preliminar, en la réplica, y en el anélisis
conjunto de toda la poblacién de este trabajo. H: hombres, M: Mujeres.
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Asociaciones replicadas con DMT2 en las subpoblaciones obesa y no obesa

De las asociaciones con DMT2 halladas en la poblacion obesa en la fase 1, se ha
encontrado en el Estudio Di@bet.es la misma tendencia para el SNP rs10742816, el
alelo C se ha relacionado con mayor riesgo de este enfermedad. Los andlisis
estadisticos han indicado una relacién muy cercana a ser significativa, lo que apoya
el efecto de ese polimorfismo sobre la DMT2. Al incrementar el tamafio muestral
en el analisis de toda la poblacion obesa de este trabajo, hemos encontrado una
asociacion  significativa, confirmando el efecto de este polimorfismo sobre la

DMT?2. Los resultados para todas las poblaciones se muestran en la tabla 74.

Gen/SNP Genotipo  NoDMT2 (n/%) DMT2 (n/%)  OR (95 % CI)

ASOCIACION FASE 1

NDUFS3 TT-CT 694 (99.9) 181 (98.4) 1.00
1510742816 cc 1(0.1) 3(1.6) 19.90(2.02-196.01)
HWE: 0.05 p-valor 0,0052
ASOCIACION FASE 4

NDUFS3 TT-CT 999 (98.9) 307 (98.1) 1.00
1510742816 cc 11 (L.1) 6(L.9) 2.72(0.94-7.84)
HWE: 0.75 p-valor 0,079
ASOCIACION FASE 1+4

NDUFS3 TT-CT 1628 (99.3) 497 (98.4) 1.00
1510742816 cc 1207 8(16) 3.26 (1.27-8.38)
HWE: 0.3 p-valor 0.02

Tabla 74. Asociaciones del SNP rs10742816 con DMT?2 en el estudio preliminar, en la réplica, y en el
analisis conjunto de toda la poblacién obesa de este trabajo.

En la poblacién no obesa, ha ocurrido algo similar a lo comentado anteriormente
para los pacientes obesos. Las variaciones rs1136224 y rs2410718 se han asociado
significativamente en la fase 1 con DMT2, mientras que en el estudio Di@bet.es han
obtenido valores p muy cercanos al punto de corte a partir del cual se considera
significativa una asociacion. Una vez mas, se han validado las asociaciones al

obtener un resultado concordante en la poblacidn total no obesa (tabla 75).

5.4.7.4 Comparacion de las asociaciones con HTA obtenidas en lafase 1y 4

No se han encontrado asociaciones similares con HTA en las poblaciones femeninas

y masculinas de las poblaciones analizadas en la fase 1y en la fase 4.
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Gen/SNP Genotipo No DMT2 (n/%) DMT2 (n/%) OR (95 % ClI)

ASOCIACION FASE 1

NDUFS2 AA 1607 (76.8) 126 (70.8) 1
rs1136224 AG 452 (21.6) 46 (25.8) 1.43 (0.99-2.06)
HWE: 0.62 GG 34 (1.6) 6 (3.4) 2.62 (1.03-6.68)
p-valor 0,013
COoX7C GG 1956 (92.5) 153 (86.4) 1
rs2410718 AG 154 (7.3) 22 (12.4) 1.68 (1.02-2.76)
HWE: 0.57 AA 4(0.2) 2(L1) 1.74 (1.12-2.71)
p-valor 0.019
ASOCIACION FASE 4
NDUFS2 AA 1889 (72) 192 (71.9) 1
rs1136224 AG 668 (25.5) 72 (27) 1.25(0.91-1.70)
HWE: 0.66 GG 65 (2.5) 3(L1) 0.40 (0.12-1.41)
p-valor 0,093
COX7C GG 2664 (91.3) 273 (90.4) 1
rs2410718 AG 250 (8.6) 27 (8.9) 1.33(0.84-2.08)
HWE:0.57 AA 5(0.2) 2(0.7) 1.45(0.95-2.19)
p-valor 0.092
ASOCIACION FASE 1+4
NDUFS2 AA 3621 (74) 326 (71.3) 1
rs1136224 AG 1164 (23.8) 118 (25.8) 1.26 (1.00-1.60)
HWE: 0.29 GG 105 (2.1) 13(2.8) 1.44(0.76-2.71)
p-valor 0,034
COX7C GG 4782 (91.8) 438 (89.4) 1
rs2410718 AG 418 (8) 48 (9.8) 1.35(0.96-1.89)
HWE: 0.57 AA 11(0.2) 4(0.8) 3.91 (1.05-14.51)
p-valor 0.021

Tabla 75. Asociaciones de los SNPs rs2410718 y rs1136224 con DMT2 en el estudio preliminar, en la
réplica, y en el analisis conjunto de toda la poblacién de este trabajo.

Asociaciones replicadas con HTA en las subpoblaciones obesa y no obesa

En la réplica en el estudio Di@bet.es, de los hallazgos obtenidos en el analisis de
asociacién con HTA de la fase 1, se ha encontrado una asociacion con el parametro
PAD vy el rs11205591, en la poblacién no obesa, que ha mostrado la misma
tendencia, acercandose su p-valor al punto de corte para considerarla como
significativa. Después de realizar el analisis de asociacion en la poblacidn total no
obesa de este trabajo, se obtuvo la misma relacién entre el SNP y la PAD, en este
caso estadisticamente significativa. Los resultados para cada poblacion se indican en
la tabla 76.
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Genotipo Numero de pacientes PAD
Diferencias (95% IC)

(N) (Media en mg/dI(SD))

ASOCIACION FASE 1

NDUFS5 Cc-CG 1898 76.31 (0.24) 0.00

1511205591 GG 157 77.78 (0.79) 1.62 (0.06 - 3.19)
p-valor 0.042

ASOCIACION FASE 4

NDUFS5 CC-CG 74.37 (0.24) 0.00

rs11205591 GG 2150 75.54 (0.86) 157 (-0.27 - 3.40)
p-valor 129 0.094

ASOCIACION FASE 1+4

NDUFS5 Cc-CcG 3528 75.89 (0.18) 0.00

511205591 GG 243 77.06 (0.62) 1.42 (0.11 - 2.73)
p-valor 0.034

Tabla 76. Asociaciones del SNP rs11205591 con PAD en el estudio preliminar, en la réplica, y en el
analisis conjunto de toda la poblacién no obesa de este trabajo.

5.4.7.5 Comparacion de las asociaciones con OB, DMT2 Y HTA obtenidas en la
fase 3y 4

Del andlisis estadistico realizado con las variantes identificadas en la fase 2, en la
poblacioén total de la fase 1, se han obtenido las asociaciones del estudio de la fase 3.
En la poblacion Di@bet.es, no se han hallado resultados concordantes con los
obtenidos en la fase 3.
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6. Discusion

La DMT2 es una enfermedad compleja, heterogénea y multifactorial en la cual
intervienen factores genéticos, ambientales y adquiridos. El conjunto de loci y
variantes genéticas que intervienen en la enfermedad estan relacionados
principalmente con la disfuncion de las células  pancreaticas y con alteraciones
metabdlicas como la resistencia a la insulina. El efecto de los diferentes genes
implicados, junto con factores ambientales, como la obesidad, la hipertension,
modulan el umbral para que se desarrolle o no la enfermedad (Langenberg et al
2014). Diversos estudios muestran la importancia de la heredabilidad de la DMT2,
estableciendo que posiblemente es superior al 70% (Medici et al y Poulsen et al
1999). Sin embargo, pese a todos los estudios realizados, el conjunto de loci y
variantes genéticas identificadas explican Unicamente entre el 10 y 15% de la
heredabilidad de la enfermedad (Zeggini et al 2008, Billings et al 2010). Algo
similar sucede en otras enfermedades complejas, como la obesidad (Pigeyre et al
2016) y la hipertension (Zhao et al 2013).

Son varias las estrategias que se han seguido para conocer que genes estan asociados
a la DMT2 (Florez 2008 y Bonnefond et al 2010): estudio de genes candidatos,
estudio de ligamiento de familias, GWAS, entre otras. El mayor avance se ha visto
con la llegada de los estudios GWAS (http://www.ebi.ac.uk/gwas). Sin embargo, en
ellos no se han estudiado especificamente variantes de los genes implicados en
distintos sistemas bioldgicos, como la cadena mitocondrial respiratoria, a pesar de
que en estos Ultimos afios, las distintas plataformas disponibles en el mercado
(Affimetrix, Illumina) han aumentado en sus arrays el nimero de marcadores. Por

otro lado, no hay estudios de este tipo que incluyan poblacion espafiola.

El presente trabajo surge dentro de un proyecto coordinado por varios grupos de
investigacién espafioles, con el objetivo principal de caracterizar la DMT2 en
Espafia, siendo el objetivo de nuestro grupo, la identificacion de variantes genéticas
presentes en la cadena mitocondrial respiratoria asociadas con el desarrollo de la

DMT2, en una muestra representativa de la poblacion espafiola.
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Caracteristicas generales de las poblaciones del estudio

Los estudios poblacionales incluidos en este trabajo han mostrado heterogeneidad
con respecto a sus caracteristicas antropométricas, bioquimicas y clinicas. La
poblacion de Pizarra ha sido la que ha presentado mayores valores en el porcentaje
de DMT2, OB, OB Central y HTA. En concordancia con esto, ha mostrado las
medias mas elevadas para el IMC, cintura, glucemia, PAS y PAD. Sin embargo, es
la poblacion con la menor edad media, al contrario de lo que se podria pensar, segln
el efecto que produce el aumento de la edad sobre todos estos parametros. Ademas,
es la que mas proporcién de mujeres ha incluido. En los estudios Hortega y Segovia
se han visto valores mas similares para todos los parametros evaluados, aunque aun
asi, se han obtenido diferencias significativas entre sus medias y porcentajes,
excepto para HTA y cintura. A pesar de estos rasgos poblacionales, se han obtenido
asociaciones y tendencias similares en las 3 poblaciones analizadas individualmente
con muchos polimorfismos, que luego han confirmado su asociacion al juntar los 3

estudios en una poblacién conjunta.

En el estudio preliminar de los polimorfismos de la CMR, se han agrupado los
individuos de los estudios Hortega, Pizarra y Segovia, creando asi una muestra mas
amplia de poblacion espafiola. De esta manera, se ha aumentado el tamafio muestral,
lo que ha permitido estudiar variaciones menos frecuentes y minimizar la

posibilidad de obtener asociaciones al azar, aumentando el poder estadistico.

La poblacién utilizada para la réplica de las asociaciones halladas inicialmente, ha
sido la del primer estudio realizado a nivel nacional sobre DMT?2 y alteraciones del
metabolismo glucidico en Espafia, Ilamado Di@bet.es. En ella, han participado
individuos de todas las comunidades autonomas espafiolas, excepto de La Rioja. Las
comunidades mas representadas son en primer lugar Andalucia, seguidos de
Catalufia y la Comunidad de Madrid. De la provincia de Malaga, de donde se
recolectaron las muestras del estudio Pizarra, sélo se incluyeron 230, mientras que
de las provincias de Valladolid y Segovia, a donde pertenecen los participantes de

los estudios Hortega y Segovia respetivamente, no se incluyd ninguno. La
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comunidad auténoma a la que pertenecen estas dos Ultimas provincias, Castilla y
Ledn, solo esta representada por 357 personas. La distribucion de muestras en este
estudio se ha basado en el ndmero de individuos de cada comunidad, para que sea

representativo de toda Espafia.

En el caso de la comparacion entre la poblacion total del anélisis preliminar, y el
estudio utilizado para la réplica de sus resultados, las diferencias son significativas
para todos los parametros que se han tenido en cuenta a la hora de definir a las
poblaciones, a excepcién de la edad y cintura. Los valores mas elevados los ha
mostrado el estudio Di@bet.es, excepto en el caso de la PAD y la HTA. Estos
hallazgos proceden de las diferencias ya descritas entre las poblaciones analizadas, y
de otras caracteristicas, como el hecho de que las muestras mayoritarias del estudio
Di@bet.es pertenecen a provincias con mas poblacién y mayor migracion, mientras

que las poblaciones Pizarra, Valladolid y Segovia no comparten ese rasgo.
Asociaciones entre la CMR y riesgo de DM T2

En este estudio hemos hallado asociaciones entre varios genes de la CMR vy las
enfermedades DMT2, OB y HTA. Se han estudiado de forma preliminar, varias
poblaciones de distintas regiones espafiolas de forma independiente y también en su
conjunto. Ademas, se han definido subgrupos de las poblaciones generales segin el
sexo Y la presencia 0 no de obesidad, para analizar el comportamiento de los SNPs
de la CMR en ellos. Por otro lado, se han identificado variaciones en los genes
asociados en la primera fase, que pudieran relacionarse con estas enfermedades. A
continuacion, se han analizado los mismos polimorfismos en otra poblacién general
espafiola. Finalmente, las variantes replicadas, se han analizado en la poblacién total

de este trabajo.

Una forma mas estricta de evaluar los resultados de asociacion obtenidos en
comparaciones multiples, es a través del uso de la correccién por Bonferroni. Esta
supone un cambio del nivel de significacion o para minimizar el error de encontrar

una asociacion por azar. Sin embargo, segln el disefio de nuestro trabajo, no es
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necesario que las asociaciones sean significativas segun esta modificacién, debido a
que las asociaciones halladas, se van a validar a través de la réplica en otra
poblacion. Esta discusion se centrard en las asociaciones mas relevantes en las

distintas etapas del trabajo, para las distintas variables y poblaciones analizadas.

Asociaciones halladas en la primera fase (Fasel)

En el estudio preliminar de este trabajo, las asociaciones halladas en las poblaciones
individuales, han sido significativas solo en una de las tres poblaciones. Sin
embargo, las poblaciones restantes cumplian la misma tendencia. En general, las
asociaciones mas significativas se hallaron en el Estudio Pizarra, lo que puede
explicarse por el hecho de que esa poblacion tiene los porcentajes mas altos de
obesidad, diabetes e hipertension, y de los parametros que definen dichas patologias.
De todas formas, al seleccionar esos polimorfismos para ser estudiados en la
poblacion conjunta, se han podido obtener asociaciones mas significativas con
DMT2 en la muestra total. Si bien, la significacion y las diferencias entre los
genotipos no han sido muy relevantes, se han reforzado las relaciones obtenidas

entre esos polimorfismos y la DMT2.

En el estudio de la poblacion conjunta, el alelo G del polimorfismo rs10891319
(SDHD), se ha asociado con valores altos de IMC y cintura en la poblacién general.
Ademas, existe una asociacion de ese alelo con mayor riesgo de OB, lo que indicaria
que la modificacion del IMC estaria afectando al riesgo de OB. Esta variacion se
encuentra en el extremo 3" del gen, y podria estar mediando su efecto a través de la
regulacion de la expresion del gen al que pertenece, interfiriendo por ejemplo en la
accion de algun factor especifico de transcripcion, o en las interacciones de largo
alcance en la cromatina (Li et al 2016), o estar en desequilibrio de ligamiento con
otro polimorfismo responsable de este efecto. No se ha encontrado hasta el momento
ninguna asociacion con este SNP y la obesidad. Sélo se ha obtenido una asociacién
de este gen con el espesor de grasa de espalda en un estudio de genes candidatos
relacionados con obesidad en cerdos (Fontanesi et al 2012). Otro polimorfismo con
una asociacion ha sido el rs3770989 (NDUFS1), cuyo alelo C ha mostrado también

valores altos de IMC. Sin embargo, es en el caso de la poblacién femenina, donde la
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asociacion se vuelve mucho mas significativa, y ademas, se relaciona con el riesgo
de OB. Esto podria indicar que las caracteristicas distintivas de esta subpoblacién,
como por ejemplo el perfil hormonal, podrian estar favoreciendo el efecto de este
alelo sobre la obesidad. El mecanismo por el cual este SNP podria afectar la accion
del gen, seria a través de la regulacion de la expresion, debido a que se encuentra en
la region 3' UTR y podria asi modificar el sitio de unién de miARNS, o estar en
desequilibrio de ligamiento con el SNP causante del efecto . El Unico trabajo que
relaciona a NDUFSL1 con obesidad es el realizado por Sparks et al en 2005, en el que
han comprobado en ratones, que la expresion del gen NDUFS1 estaba disminuida en

musculo esquelético, al exponerlos a una dieta alta en grasa.

El gen SDHC, se ha asociado con todos los pardmetros relacionados con obesidad
estudiados, lo que sugiere un efecto importante sobre esta enfermedad. El alelo G
del polimorfismo rs4600063, ha mostrado valores bajos de IMC vy cintura, a la vez
que se ha asociado con menor riesgo de obesidad y obesidad central. La presencia de
este alelo parece ser protectora para el desarrollo de obesidad. Al analizar las
poblaciones masculina y femenina, s6lo se ha asociado con obesidad central en
mujeres, mejorando su valor p. Por su localizacion en la region 3' UTR, podria
mediar su efecto de manera similar al polimorfismo descrito anteriormente. Ningun
estudio ha relacionado este SNP o gen con obesidad, aunque si se ha relacionado
con DMT2 a SDHC (Wu et al 2017).

Con respecto al anélisis de asociacién con la DMT2, el genotipo GG del rs11205591
(NDUFS5) ha mostrado menor riesgo de DMT2 en la poblacién total, con lo cual la
herencia recesiva del alelo G podria estar teniendo un efecto protector contra la
enfermedad. Esta variacion se encuentra en el extremo 3" del gen, y podria estar
regulando la expresion de éste. No se ha encontrado hasta el momento ninguna
asociacion con este gen y la diabetes. En el caso del alelo A del rs17624157
(UQCRQ), éste se ha relacionado con mayor riesgo de DMT2 s6lo en hombres, lo
que indicaria que el género interactia con el alelo para favorecer su efecto. La
presencia de obesidad parece ser otro factor que influye en la asociacion de este
alelo con el desarrollo de la DMT2, debido a que aunque se ha asociado con valores
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altos de glucemia en la poblacién general, se ha asociado mas significativamente en
obesos. En este caso, la obesidad parece estar afectando el comportamiento de esta
variacion con respecto a la glucemia, y no de forma directa al riesgo de DMT2. Este
SNP se encuentra en la region 3' UTR, por lo que podria regular la expresién del gen
al modificar sitios de union de miARNs. No se ha relacionado este gen en ningun
trabajo previo con la DMT2. Estos polimorfismos podrian estar en desequilibrio de
ligamiento con otros, que sean los responsables del efecto encontrado.

En el estudio de la HTA, se ha visto la asociacion del alelo C del rs1053517
(NDUFS1) con valores altos de PAD en poblacion general y en la poblacion
masculina. Sin embargo, la asociacion mas fuerte la ha presentado en hombres, lo
que sugiere que el género influye en la apariciéon del efecto descrito. Por su
localizacién en la region 3° del gen, este polimorfismo podria regular de alguna
manera la expresion del gen, o podria ser que otro SNP en desequilibrio de
ligamiento, sea el causante del efecto. Esta variacion se ha relacionado con ganancia
de peso inducida por antipsicoticos en pacientes con esquizofrenia (Goncalves et al
2014), pero no con hipertension. Un estudio reciente ha concluido que la expresion
del gen NDUFSL1 estd disminuida en musculo esquelético de diabéticos (Wu et al
2017). Por otro lado, la dieta rica en grasas también provocaba este efecto en
musculo esquelético de ratones (Sparks et al en 2005). Sin embargo, no se ha visto

asociacion de este gen con la hipertension arterial.

Identificacién y estudio de variantes genéticas en genes asociados (Fase 2 y 3)

Al analizar el gen NDUFSS5, el rs11205591 que se ha utilizado para dividir controles
y casos a estudiar segln sus genotipos, esta en desequilibrio de ligamiento con los
SNPs con frecuencias alélicas diferentes identificados en la fase 2, excepto con el
SNP rs6981. Como era de esperar considerando esto, todos han mostrado asociacion
con OB y DMT2. En el caso del gen NDUFS1, se seleccionaron los individuos
segun los genotipos del rs3770989. Este SNP estd en desequilibrio de ligamiento
con el rs77655991, pero no con los otros 3 SNPs estudiados de este gen, que si lo
hacen entre ellos. Por esta razon, se podria explicar el comportamiento distinto de
los SNPs rs4147718, rs1801318 y rs4147729, que no han mostrado asociacion con
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OB y si con DMT2, mientras que el rs77655991 se ha asociado con OB pero no con
DMT?2, de manera similar al rs3770989 en la fase 1. Los polimorfismos del gen
SDHB estaban en desequilibrio de ligamiento y ambos se han asociado con OB.

El gen NDUFS1 ha mostrado una asociacion fuertemente significativa con HTA. El
alelo C del rs1801318 se ha relacionado con un mayor riesgo de HTA en la
poblacion obesa. Este polimorfismo se ha asociado con la enfermedad solamente en
presencia de obesidad, por lo que este desorden podria ser un factor importante para
que se produzca el efecto de este alelo, y favorezca la aparicion de la HTA. Este
SNP es una variante sinénima, variaciones que en la actualidad se sabe que pueden
estar afectando la expresion, conformacion o funcién de la proteina (Sauna et al
2011), aunque su efecto podria estar causado por otro polimorfismo que esté en
desequilibrio de ligamiento. Esta variacion se ha asociado previamente con ganancia
de peso inducida por antipsicoticos en pacientes con esquizofrenia (Goncalves et al
2014), pero no con hipertension.

Estudios de replicacién de las asociaciones (Fase4)

Asociaciones halladas en la poblacién Di@bet.es

Al estudiar el comportamiento frente a la DMT2, de las variantes seleccionadas, el
alelo C del rs1470625 (COX5B) se ha asociado con mayor riesgo de la enfermedad
en la poblacion total y en la femenina, siendo en esta Ultima donde muestra una
asociacion mas fuerte. Este polimorfismo se ubica en la regién 3" del gen, por lo que
podria afectar sitios de union de factores de transcripcion o de interaccion
cromatinica, reguladores de la traduccion, union de miARNs, o estar en
desequilibrio de ligamiento con polimorfismos realmente asociados al efecto
observado. S6lo se han relacionado hasta el momento 2 polimorfismos del gen
COX5B con la DMT2 vy otros desérdenes metabdlicos de la glucosa, en el estudio de
Snogdal et al del 2012, que no se han analizado en nuestro trabajo. En la poblacion
obesa, el genotipo GG del rs4806187 (COX6B1) ha mostrado valores elevados de
glucemia. La asociacién s6lo se ha encontrado en obesos, por lo que la obesidad
podria ser necesaria para que se produzca el efecto de este polimorfismo sobre la
glucemia. Ademdés, en no obesos este genotipo presenta glucemias méas bajas
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respecto al resto, sin llegar a mostrar una asociacion. Su efecto podria mediarse, de
manera similar a las demés variantes descritas anteriormente, presentes en la region
3" del gen. El trabajo de Snogdal et al del 2012 también ha estudiado este gen, pero

no ha hallado asociacién con la DMT?2.

Con respecto a la HTA, 3 variaciones se han relacionado muy significativamente
con las presiones arteriales, una con PAD vy el resto con PAS. El alelo C del
rs1133322 (COX5A) se ha asociado con valores bajos de PAD en poblacion total y
en hombres. No obstante, la asociacion mas fuerte se produjo en la poblacién
masculina, lo que sugiere un efecto del género en la presentacion de esta asociacion.
El gen al que pertenece, se ha asociado a disfuncidn del islote pancreético en ratones
diabéticos y controles (Lu et al 2008). Los 2 polimorfismos asociados con PAS,
rs1022580 y rs2746462, pertenecen al gen SDHB, y estan en desequilibrio de
ligamiento, lo que podria explicar su comportamiento similar. EI genotipo CC del
primer SNP, y el GG del segundo, muestran valores mas altos de PAS en la
poblacion general y en mujeres, siendo un polimorfismo cuyo efecto podria
depender de género. La base de datos del NCBI, da una significacion clinica benigna
para el rs1022580, basandose en la base de datos que recopila las variaciones
gendmicas relacionadas con enfermedades humanas (ClinVar), y no muestra
relacion con ninguna enfermedad especifica. Al ser un polimorfismo intrénico, el
mecanismo por el cual podria afectar al gen SDHB, seria la modificacion de sitios
de splicing, entre otros, o estar en desequilibrio de ligamiento con otro polimorfismo
realmente relacionados con el efecto hallado. Asimismo, para el rs2746462, la
significancia clinica en el ClinVar es también benigna, aunque se ha encontrado en
individuos con los fenotipos de paraganglioma y sarcoma estromal gastrico,
feocromocitoma y sindrome hereditario predisponente al cancer. Este 0ltimo
polimorfismo se ubica dentro del exén 1, pero no produce un cambio de aminoéacido.
Este polimorfismo podria relacionarse con la regulacién del splicing, eficiencia de la
trascripcion y traduccion, o estar en desequilibrio de ligamiento con otros
polimorfismos causantes del efecto observado. Se ha demostrado de manera
fehaciente, que muchas mutaciones en el gen SDHB son causales de enfermedades

como el feocromocitoma o paraganglioma. Uno de los sintomas principales de estas
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patologias es la presion arterial alta, lo que concuerda con el hecho de que
polimorfismos estudiados en este trabajo, pertenecientes a este gen, se hayan
asociado con la presion arterial sistélica. Por otro lado, existe una relacion
comprobada entre el feocromocitoma y la diabetes mellitus, a través de la accion de
las catecolaminas en la célula beta del pancreas, que produce una tolerancia alterada
de la glucosa por inhibicion de la liberacion de insulina (Nestler y McClanahan
1992, Adlan et al 2010).

Asociaciones que se han replicado en este estudio
El dltimo paso de este trabajo, fue validar las asociaciones identificadas, mediante
un analisis de asociacién en la poblacion conjunta del estudio preliminar (fasel) y de

la poblacion de Di@bet.es, de los polimorfismos replicados.

Al comparar qué polimorfismos se habian asociado con las distintas variables
analizadas, en la poblacion conjunta de los estudios Hortega, Segovia y Pizarra, y en
la poblacion Di@bet.es, s6lo un polimorfismo ha mostrado exactamente la misma
asociacion, con idéntica significacion. Este es el rs10504961 del gen UQCRB, cuyo
aleleo T se ha asociado con valores elevados de glucemia en la poblacion femenina.
A pesar de que esta asociacion no era muy significativa, en el analisis realizado en la
poblacion total de este trabajo, se ha confirmado esta asociacién. Su efecto es
moderado si consideramos las diferencias de glucemias de los distintos genotipos, lo
que es caracteristico de polimorfismos con MAFs altos. EI SNP est4 ubicado en la
regién 3' UTR, por lo que podria modular la expresion del gen al que pertenece,
modificando los sitios de unién de miARNs, u otro SNP en desequilibrio de
ligamiento con él podria ser el responsable real de la asociacién. Este gen no se ha

relacionado anteriormente con la DMT2.

En el caso de las poblaciones obesa y no obesa, se han obtenido relaciones cercanas
al nivel de significacién en la poblacion Di@bet.es, en asociaciones que eran
significativas en la primera fase del trabajo. Un nuevo andlisis en la poblacion total
incluida en este trabajo, ha confirmado todas estas asociaciones, aumentando el

tamafio muestral se ha obtenido una asociacion significativa.
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Para los obesos, el genotipo CC del rs10742816 (NDUFS3) se asociaba con mayor
riesgo de DMT?2 en la fase 1, mientras que en la poblacion utilizada en la réplica, a
pesar de mostrar la misma tendencia, s6lo mostraba un valor p muy cercano al valor
de corte de significacion. En el analisis de asociacion de la poblacion total, se ha
corroborado esta relacion, obteniéndose un efecto fuerte sobre el riesgo de la DMT2.
Este SNP se ubica en la region 5%, por lo que su presencia en sitios de unién de
factores de transcripcién podria modificar la expresion del gen. Existen 2 trabajos en
los que se ha relacionado a este gen, uno con la diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), y
otro con la Diabetes mellitus gestacional (DMG). En el estudio realizado por Akude
et al en 2011, se ha visto una menor produccion de la proteina codificada por el gen
NDUFS3 en ratas con DMT1, acompariada por una descenso en la actividad de los
complejos mitocondriales. Ademas, Taurino et al en el 2012 han detectado una
disminucion del nivel de mMRNA de ese gen, con una actividad catalitica alterada en
ratas diabéticas. En embarazadas obesas con DMG se ha visto una reduccion en el
contenido de las subunidades del complejo mitocondrial | codificadas por NDUFS3
y NDUFV2, con una reduccion en la actividad enzimética de este complejo (Boyle
et al 2014).

De manera similar, en los no obesos, el alelo G del rs1136224 (NDUFS2) y el alelo
A del rs2410718 (COX7C) se han asociado con mayor riesgo de DMT2 en la
primera fase, pero sélo estdn cercanos al nivel de significacién en la réplica. En la
poblacién obesa, el alelo G del rs1136224 tiene una tendencia opuesta respecto al
riesgo de la DMT2, mientras que para el alelo A del rs2410718, su OR medio es
cercano a 1. Las dos asociaciones se han confirmado en el andlisis de validacion. En
ambos polimorfismos, pocos individuos no obesos con DMT2 presentaban el alelo
asociado, y los efectos sobre la enfermedad son altos si evaluamos el OR, més aun
para el rs2410718. El primer SNP esta localizado en la regiéon 3'UTR, por lo que
podria afectar la unién de miARNs y asi regular la expresién de NDUFS2. El
rs2410718 se encuentra 3" del gen al que pertenece, por lo que su posible accion
seria modificar sitios de union de factores especificos de transcripcion o de
interaccion cromatinica de largo alcance. Ambos polimorfismos podrian estar en

desequilibrio de ligamiento con otros polimorfismos que estuvieran provocando esta
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asociacion. El rs1136224 se ha asociado con esclerosis maltiple en bibliografia (Ban
et al 2008), pero no con DMT2. El gen COX7C presenta una reduccién en los
niveles de mMRNA en pacientes obesos y obesos con DMT2 (Pihlajaméki et al,
2009).

Al analizar la HTA, se ha encontrado en la poblacion no obesa, una asociacion del
genotipo GG de rs11205591 (NDUFS5) y mayores valores de PAD, que ha sido
significativa en la poblacion del estudio preliminar, pero sélo cercana al valor de
corte en la poblacién de Di@bet.es. Si miramos su comportamiento en la poblacién
obesa, no muestra ningun efecto sobre PAD. Al aumentar el tamafio muestral en el
analisis de la poblacién conjunta de este trabajo, se ha validado la relacion, con un
efecto modesto sobre los valores de PAD. Al encontrarse la relacién con PAD en los
no obesos, la obesidad podria estar influyendo de alguna manera en estas
asociaciones. No se han hallado asociaciones de este gen con HTA en bibliografia

hasta el momento.

En resumen, se han hallado 17 asociaciones significativas con genes de la CMR en
las distintas poblaciones analizadas, para los distintos parametros relacionados con
la DMT2. Ademas, en la réplica de las asociaciones presentes en la primera fase, 5
polimorfismos han mostrado un comportamiento similar en la nueva poblacion
estudiada, y se han validado en el analisis de la poblacién total de este trabajo. En
poblacién general espafiola, se han obtenido asociaciones con OB y los genes SDHD
y SDHC, y una asociacion con DMT2 y NDUFS5 en el estudio preliminar. En la
poblacién femenina (tabla A) y en la masculina (tabla B), se han encontrado las

siguientes asociaciones para las distintas etapas de este trabajo:

UQCRB(”)ICOX7A2” COXSB(”)IUQCRB(”)/COX7A2” UQCRB(**)/COX7A2”

Tabla A. Genes asociados a DMT2 y parametros relacionados estudiados en las distintas etapas del
trabajo, en la poblacién femenina. ® indica que tiene la misma tendencia, ® indica que el p-valor es
cercano a nivel de significacion, “* indica p-valor < 0.05, y “**) indica que la asociacién hallada tiene un
p-valor < 0.001.
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UQCRQ(”*)/COX7A2° COX7A2™* COX7A2™

HTA _-__

Tabla B. Genes asociados a DMT2 y pardmetros relacionados estudiados en las distintas etapas del
trabajo, en la poblacién masculina. ° indica que tiene la misma tendencia, * indica que el p-valor es
cercano a nivel de significacion, “* indica p-valor < 0.05, y “**) indica que la asociacién hallada tiene un
p-valor < 0.001.

En los andlisis realizados en los individuos obesos (tabla C) y no obesos (tabla D) se

han obtenido las asociaciones que se indican a continuacion:

Variable Fase 1 Obesos Fase 3 Obesos Fase 4 Obesos Replicadas
Obesos

e 1 1 ]

NDUFS1**

Tabla C. Genes asociados a DMT2 y parametros relacionados estudiados en las distintas etapas del
trabajo, en la poblacién obesa. °indica que tiene la misma tendencia, ¢ indica que el p-valor es cercano a
nivel de significacion, ** indica p-valor < 0.05, y “* indica que la asociacién hallada tiene un p-valor <
0.001

Variable Fase 1 No Obesos Fase 3 No Fase 4 N Obesos Replicadas No Obesos
Obesos

DMT2

HTA NDUFSS(”) NDUFSS( ) NDUFSS(**)

Tabla D. Genes asociados a DMT2 y parametros relacionados estudiados en las distintas etapas del
trabajo, en la poblacién no obesa. ° indica que tiene la misma tendencia, @ indica que el p-valor es
cercano a nivel de significacion, “* indica p-valor < 0.05, y “**) indica que la asociacién hallada tiene un
p-valor < 0.001

El hecho de que ciertas asociaciones se hayan encontrado sélo en hombres o en
mujeres, estaria sugiriendo la influencia del género sobre ellas. De manera similar,
las asociaciones que solo se han obtenido en presencia o en ausencia de obesidad,
estarian afectadas por este factor. Con respecto a las variaciones que se han
asociado, 7 se han encontrado en la region 3" (4 asociadas con DMT2, 2 con HTA 'y
una con OB), 6 en el extremo 3'UTR (4 con DMT2 y 2 con OB), 2 han sido
variantes sinénimas (asociadas con HTA en obesos), una intrénica (con HTA), y

otra en el extremo 5 (con DMT2). EI mecanismo por el cual los efectos hallados
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podrian mediarse, no esta claro, debido a que no se han hallado variaciones
funcionales evidentes que se asocien con el desarrollo de la DMT2. Los
polimorfismos asociados podrian estar en desequilibrio de ligamiento con
polimorfismos realmente responsables del efecto observado. Al realizar una
busqueda bibliografica de los genes y polimorfismos asociados, no se han
encontrado publicaciones que los hayan relacionado con el parametro con el que se

asocio en este trabajo.
Estudio de variantes de la CMR en las plataformas GWAS

Muchos son los trabajos que se han realizado con el objetivo de identificar qué
genes estan implicados en la DMT2 y desordenes relacionados. No obstante, con la
llegada de los GWAS, se han obtenido grandes avances en el conocimiento de
variantes involucradas en este y otros desordenes complejos. Hasta este momento, se
han estudiado variaciones comunes, con frecuencias de mas del 5%. Sin embargo,
ya existen arrays que incluyen variantes con MAF mayor al 1%, lo que creen
conducird a una nueva generacion de GWAS. A pesar de la incorporacion de esta
mejora, el tamafio muestral para detectar estos marcadores debe ser muy alto. A su
vez, otra limitacion de estos estudios, es la cobertura de cada gen a analizar, que
aunque se ha mejorado mucho, el aumento del nimero de polimorfismos estudiados,
estara limitado por la densidad de éstos en cada region del genoma, es decir, si se
concentran en una determinada regidn, no todos esas variantes podran ser evaluadas,

segun el proceso de disefio de la técnica de los arrays.

Los primeros arrays en el mercado (318K, CNV-370, 300), incluian unas 331
variantes presentes en genes de la CMR, y abarcaban 24 de los 29 genes estudiados
en este trabajo, mientras que en los arrays de nueva generacion, han ampliado el
total de marcadores a 874 (familia de arrays Human Omni), y ahora incluyen los 29
genes. Hasta hace unos afios, sélo 6 SNPs de los arrays GWAS coincidian con los de
nuestro estudio, incluido el SNP rs4806187, que si ha mostrado asociacion con la
DMT2 en la poblacion obesa de nuestro trabajo. En los arrays de nueva generacion,

son 20 los polimorfismos que coinciden con los analizados en este trabajo. De ellos,
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4 se han asociado, el rs1136224 con DMT2, OB y HTA, el rs4656993 con DMT2,
el rs1022580 con PAS, y el rs4600063 con OB.

Estudios de asociacion GWAS con laDMT2, OB e HTA

El National Human Genome Research Institute, junto con el European
Bioinformatics Institute (NHGRI-EBI) ha creado un catalogo de las publicaciones
GWAS (http://www.ebi.ac.uk/gwas), relacionadas con las enfermedades de los
distintos sistemas y aparatos del cuerpo humano. Se ha realizado una revision de
todas las asociaciones obtenidas para la DMT2, enfocada en los genes involucrados
en la cadena mitocondrial respiratoria. De 751 variantes totales asociadas, s6lo 2
pertenecian a este sistema biologico. Una de las variantes era el rs13253073 del gen
COXG6C, en la que el alelo A se ha asociado a menor riesgo de DMT2 (Palmer et al
2014). El otro polimorfismo asociado fue el rs2055942 del gen COX7B2 (Al Safar
HS et al 2013). A pesar de que estos genes han sido incluidos para su estudio en
nuestro trabajo, no se han analizado estos polimorfismos, ni se han hallado
asociaciones con esos genes. En el caso de la OB, se han obtenido 1905 variaciones
totales asociadas. Sin embargo, solo 6 genes de la CMR se han relacionado
significativamente en estudios GWAS. Estos son el COX15 (rs2281636),
NDUFB8P2 (rs1051424), NDUFAL0 (rs4852140), NDUFB4 (rs9289146),
NDUFAS8 (rs3818638) y UQCRHP1 (rs2844479). Ninguno de estos genes se ha
analizado en este trabajo. Con respecto a la HTA, a pesar de haber 211 marcadores

asociados, ninguno pertenece a la CMR.

Los estudios GWAS realizados hasta el momento con DMT2, OB y HTA, no han
llegado a utilizar los arrays Ilamados de nueva generacién descritos anteriormente,
por lo que las asociaciones halladas en este trabajo, correspondientes a los
polimorfismos incluidos en ellos, no se pueden cotejar con las obtenidas hasta el
momento en esta clase de estudios. La excepcion es la asociacién del rs4806187
con la DMT2 en la poblacidn obesa, debido a que ese polimorfismo estaba incluido
en los arrays mas utilizados en GWAS. Sin embargo, los estudios de marcadores de

genoma completo, en su mayoria, analizan cohortes de casos y controles, o
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poblaciones generales, pero no especificamente una subpoblacién, como en el caso
de nuestra asociacion, que se presenta en la poblacién obesa. Otro hecho importante,
es que no se han incluido en este tipo de estudios, a poblaciones espafiolas, y no hay
muchos trabajos que analicen el comportamiento de estos marcadores en poblacion

mediterranea.
Metodologias de genotipado empleadas

El sistema SNPlex se ha utilizado en la fase preliminar de nuestro trabajo. Esta es
una técnica adecuada para una primera aproximacion del estudio de variaciones en
poblaciones, debido a que es de alto rendimiento, es decir, se pueden determinar 48
polimorfismos simultaneamente en cada individuo, reduciendo asi el volumen de
muestra a emplear, asi como el tiempo de procesamiento necesarios para completar
los experimentos de gran tamafio muestral. Su especificidad viene dada en el paso de
la ligacién con sondas, y la sensibilidad esta definida por la realizacion de la PCR.
En nuestro laboratorio se han realizado muchos trabajos mediante esta técnica
(Mansego et al 2011, 2012 y 2015, Morcillo et al 2011, Martinez-Hervas et al 2012,
Marrachelli et al 2014), aunque dej6 de comercializarse hace unos afios,
posiblemente debido a la complejidad de la técnica para su empleo, y a la elevada

tasa de polimorfismos que en la practica no permitia analizar.

La secuenciacién de nueva generacion realizada en este trabajo se ha llavado a cabo
mediante la plataforma Miseq de Illumina. En nuestro laboratorio, se ha desarrollado
un protocolo para la obtencién de las librerias basado en 2 PCRs en multiplex
consecutivas, una es especifica de la regién del ADN que se quiere estudiar, y la
siguiente PCR toma como molde a esa primera, para incorporarle los indices
identificatorios de cada muestra. Para realizar estas amplificaciones, se han utilizado
las secuencias (adaptadores) necesarias para la posterior secuenciacion con la
metodologia Illumina. En la primer PCR (PCR1) se han usado oligos especificos del
polimorfismo de interés, a los que se les han incorporado las secuencias adaptadores
adecuadas, mientras que en la segunda PCR (PCR2), se han utilizado oligos de

amplificacion complementarios a la PCR1, que llevan los indices, en la ubicacion
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correspondiente para que funcionen finalmente en la secuenciacion. A su vez, se han
secuenciado en una misma carrera hasta 4855 muestras, a pesar de que en Illumina
solo dan la posibilidad de juntar 384 muestras segun los indices comercializados por
ellos. Esto se ha logrado mediante la incorporacion de diferentes oligonucleétidos de
8 pares de bases, que actdan como indices, en los oligos de amplificacién de la
PCR2, para cada muestra. Todo este procedimiento esta descrito detalladamente en
la metodologia. El fin de instaurar el uso de este protocolo en nuestro laboratorio, ha
sido el de abaratar los costes, debido a que los kits comerciales para realizar este
trabajo resultan muy caros. Nuestro procedimiento permite procesar una gran
cantidad de muestras y amplicones a la vez, ahorrando también en la cantidad de

ADN de cada muestra que se necesita, al ser amplificaciones en multiplex.
Limitaciones y perspectivas futuras de este trabajo

La técnica utilizada para la fase preliminar de este estudio, no ha funcionado
completamente como se esperaba. De los 96 polimorfismos en 29 genes que se
habian seleccionado para genotipar, s6lo se han podido estudiar 66. En algunos
genes, s6lo hemos obtenido los genotipos de 1 variante, como es el caso de UQCRB
y COX5A. En ambos, se han obtenido unas asociaciones relevantes, a pesar de ser
polimorfismos que no se encuentran en las regiones codificantes del gen. Las
variantes restantes de cada gen que se planeaban estudiar, y que han fallado,
pertenecian la mayoria a estas regiones, con efectos funcionales mas claros sobre los
genes. Si hubiéramos podido analizarlas, y hubiéramos encontrado asociaciones con
ellas, se podria haber hallado al SNP que podria estar afectando a la enfermedad de
forma maés directa. EI hecho de que no se hayan genotipado la mayoria de los SNPs
de un mismo gen, confirma que esto se debe a problemas atribuibles en mayor
medida a la técnica SNPlex, que no ha funcionado correctamente para ciertas
regiones del ADN. Por otro lado, el elevado coste de estos estudios hacia que no

pudieran incluirse una gran cantidad de polimorfismos en los estudios.

El estudio de poblaciones generales, en los analisis de asociaciones entre variantes y

enfermedades, tiene ciertas caracteristicas a tener en cuenta. Al estudiar este tipo de
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muestras, existe un amplio rango de fenotipos, pertenecientes a los distintos
desdrdenes que se pueden encontrar en una poblacion. Por ejemplo, en el caso de la
DMT2, estaran representados en ella los individuos sanos, prediabéticos (los que
tienen el metabolismo de la glucemia alterado) y, finalmente, los pacientes
diabéticos. Al realizar los analisis de asociacion se comparan diabéticos y controles,
de manera que dentro de los pacientes sanos, pueden incluirse pacientes con
alteraciones glucémicas, o a los prediabéticos. Ademas, parte de los controles
pueden desarrollar DMT2 en los afios siguientes al estudio realizado. Por otro lado,
en poblaciones generales, se tiene una proporcion baja de individuos con
determinadas patologias, como es el caso de la DMT2, por lo que para poder
encontrar un efecto de un polimorfismo sobre una enfermedad, el tamafio muestral
debe ser muy grande. Estos hechos hacen mas dificil el hallazgo de asociaciones
entre las variantes y las enfermedades. Nuestro trabajo es un estudio poblacional,
que incluye poblaciones generales, por lo que tiene estas limitaciones. Al estudiar
poblaciones mas especificas, como es el caso de las subpoblaciones obtenidas segun
género y obesidad, es cuando hemos hallado las asociaciones que se han

confirmado.

Las poblaciones estudiadas en la fase preliminar y en la de replicacién, a pesar de
ser poblaciones generales espafiolas, son muestras de distintas regiones, como se ha
detallado en esta discusion. En Espafia, existen ciertas diferencias en factores
genéticos, ambientales y estilos de vida a lo largo de su territorio, que influyen en el
desarrollo de la DMT2. Futuros estudios sobre parametros ambientales (nutricién,
nivel de ejercicio, etc.) que desarrollaremos en breve con estas muestras, pueden

ayudar a entender las diferencias encontradas entre poblaciones.

Considerando ahora las frecuencias de las variantes asociadas, si éstas son muy
bajas, se deberia aumentar mucho el tamafio muestral para validar una asociacion.
Este efecto es mas evidente cuando el SNP se asocia en un modelo recesivo, como
es el caso de rs1022580 y rs2746462 con PAS, en donde s6lo 3 individuos
presentaban el genotipo que se habia asociado significativamente. Las asociaciones
replicadas y validadas en la poblacion total, de los SNPs rs1136224, rs2410718 y
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rs10742816, no han sido mas significativas al aumentar el tamafio muestral, lo que
se explica por la baja frecuencia del alelo asociado. Este efecto es mas pronunciado
para el Ultimo de ellos, en el que el genotipo asociado representa un 0.7% de los

individuos no diabéticos y un 1.6% de los diabéticos, de la poblacion de obesos.

Las variantes comunes relacionadas con la diabetes tipo 2, muestran en general 3
caracteristicas (Kato et al 2013):

-El impacto genético de una variante individual es generalmente modesto, la
mayoria de los odd ratios hallados para ellas estan en el rango de 1.06 a 1.20.

-La mayoria de los loci identificados no estan dentro de la secuencia de los
principales genes candidatos y muchos se localizan en regiones intergénicas
préximas al gen estudiado.

-A pesar de que el nimero de loci asociados son limitados, se cree que existe una
especificidad poblacional en las asociaciones con la DMT2, debido a que algunas
variantes parecen ejercer efectos genéticos mas pronunciados en grupos étnicos

especificos.

En nuestro trabajo se han obtenido resultados compatibles con estas afirmaciones.
Los OR en general han sido cercamos a 1 en las asociaciones con polimorfismos
mas frecuentes, salvo en las asociaciones donde los individuos con el alelo asociado
eran escasos en nuestra muestra (SNPs de MAFs muy bajos), lo que necesitaria una
confirmacion en un andlisis con mayor tamafio muestral. Esta caracteristica es mas

visible al aumentar el tamafio muestral, en el analisis de la poblacion total estudiada.

Los hallazgos obtenidos en este trabajo apoyan la hipétesis de que existe una
relacion entre la cadena respiratoria mitocondrial y el desarrollo de la DMT2, si
bien, nuestros datos no han permitido identificar variantes con un fuerte efecto en el
riesgo, al analizarse en su mayoria polimorfismos frecuentes. Finalmente, hay que
remarcar que las asociaciones encontradas se centran en grupos concretos de la

poblacion, identificados por el género o por la presencia/ausencia de obesidad.
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Con la nueva metodologia disponible en nuestro laboratorio, tenemos la oportunidad
de ampliar el estudio a un gran ndmero de variantes y genes de la cadena
mitocondrial, ya sean nucleares o0 mitocondriales, en una poblacién espafiola con un

tamafio muestral que podria aumentarse con respecto al de este trabajo.
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7. Conclusiones

Hemos identificado varios genes de la CMR asociados con la diabetes
mellitus tipo 2, obesidad, hipertension, y parametros relacionados, en la
poblacién general espafiola.

El estudio de los grupos poblacionales definidos por género y por la
presencia de obesidad, ha permitido identificar asociaciones relevantes y

especificas de cada subgrupo.

Las variantes genéticas asociaciadas con DMT2 y parametros relacionados,
en la poblacidon estudiada en este trabajo son: rs10504961 (UQCRB),
rs10742816 (NDUFS3), rs1136224 (NDUFS2), rs2410718 (COX7C) y el
rs11205591 (NDUFS5), reforzando el hecho de que esos polimorfismos

influyen en el desarrollo de la DMT2.

Nuestros resultados muestran que diferentes alteraciones de la CMR pueden
estar implicadas en el desarrollo de alteraciones metabdlicas, incluyendo

obesidad, DMT2, y este efecto es influenciado por otros factores.

5- Son necesarios mas andlisis para confirmar estos hallazgos mediante el
estudio de poblaciones mas amplias, analisis de factores potencialmente
moduladores (edad, sexo, BMI, ejercicio, etc.), andlisis de la secuencia de

los genes en la poblacion, y estudios funcionales.
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9. Anexo

Anexo I. Informacion de los 96 polimorfismos estudiados en la fase 1 de este trabajo.
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S11556013 57550995 | NON_SYNONYMOUS_CO | NM_002496.1:c.139G>T ND/0
DING (n.D4TY)
NDURSS 1 - 0.253/0.257
154147779 67561383 | UPSTREAM NT_033903.7:g.13110602G> | L2550
: 0.46770.464
510896288 67554281 | UPSTREAM NT_032903.7:9.13103500C> !
NON_SYNONYMOUS_CO | NM_004168.2:C.114T>A ND/0
51061519 276647 o PN,
NON_SYNONYMOUS_CO | NM_004168.2:c.121A>G ND/0
51061520 276654 oG N
0215/0.015
rs7710005 286572 INTRONIC NIM_004168.2:.896-20A>G
DHA
134635677 S ° 70606 NON_SYNONYMOUS_CO | NM_004168.2:C.113A>T 0017/0012
DING (p.D38V)
SPLICE_SITE- NM_004168.2:0. 619ASC(pR | 0.247/0.215
156555055 219160 SYNONYMOUS_CODING | 207R)
NON_SYNONYMOUS_CO | NM_004168.2:C.1969G>A 0.175/0.161
1s6962 309509 DING (p.VE571)
04310,
151022580 17232263 INTRONIC NM_003000.2:¢.201-36G>T 0043/0.033
1578620109 NM_003000.2:0.380T>A ND/0
: 17355138 | MISSENSE s
10570,
152647169 17243810 INTRONIC NM_003000.2:¢.200+33G>A 0105/0.065
UPSTREAM _NO _EN , 04820411
511203280 1215370 | RoTR NT_004610.18:9.167125G>T
: NDI0
174315367 17350520 | MISSENSE (’\;"1"9—70%30002-0590@6
SHB ! NON_SYNONYMOUS_CO | NM_003000.2:c 156G>A 0.022/0
534916635 17243885 | D s o)
1535962811 17243873 E&N(;SYNONYMOUS—CO NM_003000.2:c.170A>G 0.001/0
NON_SYNONYMOUS_CO | NM_003000.2:c.487T>C 0.008/0.007
rs33927012 17226884 | S aioam)
NON_SYNONYMOUS_CO | NM_003000.2:c.178A>G 710770
rs34599281 17243865 | S o 25007
047810394
159435739 17215511 | UPSTREAM = NO EN | \1 004610.18:9.167266G>A
ENSEML
NM_003000.2:¢.660-661insT | NDIO
C1034610 17349206 | MISSENSE ooz
54600063 99%1 | 3pRIME_UTR NM_001035511 1c+861A5G | C42/0062
SDHC 1
- 0.142/0.067
1513374037 15960190 [\ reonic NM_001013625 20.348+35A
10801319 | SDHD i | BB | pounsmream NT_033608.7g ISS30021A> 0.368/0.29
1511088 97313341 | INTRONIC NT_008046.15 910462336 | NDIO
0376/0.470
1510504961 | UQCRB | 8 | 97300305 | 3 UTR NM_006294.3:c.*3154G>A
NON_SYNONYMOUS_CO | NM_006294.2:c.89T>C(p.L30 | 0.041/0
535895613 orauasez | PRI AITE N
15803224 122340 | pgrreaw NT 0377255 4G215176> 0.150/0.102
UQCRQ | 5
517624157 43223193 | UpsTREAM NM_014402.4:c.*757G>A 00740154
1539830 1322931 | psrrew NT 0377255 346164316> 0.447/0.404
UQcrRQ | 5
0.405/0.251
1530177 33223031 5PRIME_UTR NM_014402.4:¢ -14+32C>G

199




Anexo I1. Cebadores utilizados en la PCR1 de la fase 3 del trabajo, para cada variante

secuenciada, y tamafios de los amplicones de la PCR1 y PCR2.

SNP
amplificado

Secuencias de los cebadores especificos para los SNPs secuenciados(incluyen
los adaptadores)

Tamafio del
producto de
PCR1

Tamafio del
producto de
PCR2

rs10157617

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGTCTCTGTAATTG
ATGGGTTTGG_5"
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGGCAACAGAGC
AAGACCTTATC 3’

185

254

rs1801318

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAAGATAATTGGA
ACGCAAATCTGT_5"
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGAAGGCAATGG
GTTTGATGATAG_3

189

258

rs4147729

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAGCTAAGCAGTTA
CTGGTCTCATCA 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGCAACACTGTTT
TGAAAGGTACG_3

194

263

rs6981

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGGAAAGTACACC
CCTCCACCT_5"
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGGTTTGTCGTAA
ACAACCTTTCC_3’

200

269

rs1122472

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTCGCTAGCTAGTC
GTTCTGAAGC_5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGCAAGCCAAGA
GGAAATCTGTTA 3

215

284

rs77655991

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTATCATTTCCTCTG
CCTGTTGTTC_5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTGTTTGGAAAAT
CATCTCTTTGTG_3"

218

287

rs4147718

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGAAGATGCCATTT
TTCACATATAA S
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAAGAGGCAGAT
GTTGTTCTTCTG_3”

225

294

rs1984600

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAGTGATCTTCCTC
CCTCAGCCTTC_5"
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTAAAGGATGACC
TCAGCGAGAC_3

229

298

rs2746462

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTCTCTGAGGCTCC
AGGACTCAC_5"
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCGATGTTCGACG
GGACAC_%

233

302

200




Anexo 1. Cebadores utilizados en la PCR1 de la fase 4 del trabajo, para cada variante

secuenciada, y tamafios de los amplicones de la PCR1 y PCR2.

Fragmento
amplificado

Secuencias de los cebadores especificos para los SNPs secuenciados(incluyen
los adaptadores)

Tamafio del
producto de
PCR1

Tamafio del
producto de
PCR2

rs10891319

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCCCACCTTGTA
GTGTCATTCS”
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTTCATCACTCCA
CTCTACAGCAG 3

142

210

rs39830

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTTATAAAACACAG
CCAACTGTTGAA 5’
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAGTGTTTTGTTA
ATGGAATTGCTG 3

147

215

rs17624157

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTCTGGGCCTCAAA
TACTCTTCTT 5

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG AAGAGCATC
ACTTTAGTGCAA 3

242

310

rs803224

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTCAGTGCTGGTA
ACCCATCTG 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGGACTGCCTGCA
AACTAAAAGAG 3

259

327

rs4600063

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGAATCAGATAG
AACTTAGCCAGA 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCATGCGTCACTTC
TTTTCTTTTTCT 3

154

222

rs13374037

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGGTGGCATAACA
ATAGACATTTT 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGTCCTGAAATCT
TAGGCAAGGTAT 3’

172

240

rs1136224

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTCACTGGAAATTG
GCCTCTGT 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTACATGCACAGA
AAGCCTGACA 3

159

227

rs4656993

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTCCTCTTCCTGGT
TATAGTGGAGA 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGTTCAGAGCCAC
ATGGTTATTCC 3

202

270

rs7255180

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGACACTTATCTCA
CAGAGTTGGATT 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCTGGCACTTC
ACTGAGTATTT 3°

166

234

rs1133322

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCACATCCTCAAGA
CTATCTCAGTG 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTAGGCTTAGGGG
ACTGGTTGTC 3’

177

245

rs10742816

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAGTTCTCACAGTC
CACAGGGTTC 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAAAAGAACCCC
ACCATTCTCAG 3

181

249

rs17431357

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCAGCCAGCTGGTT
TATTCTT 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATATGCCTTACTT
TTGCGTTACCA 3’

184

252

rs683943

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAATATGGGGAGG
GACAGATACAA 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAGGGGTCTAGG
GAGGTTCTCTTA 3’

187

255

rs9360898

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAAAAGAAAAACT
AGAGCGGCAGT 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACATTCGTCTCAT
AAATCGTTTGC 3

221

289

rs1470625

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAGCCCACTTTAGC
TGCTTCATAC 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTAACTGAAGCCAC
CTCTGGCTAAT 3’

194

262

rs1053517

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAACTGATCTTCCTG
CCTTGAACC 5’
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCGTTTTTCTGAT
ACAACAAAGGAT 3

198

266

rs3770989

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTTTACACACAAT
ACATGTTTTTCA S’
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGTGATCC AC
AGGTTTATTTCTTTG 3

212

280

rs2410718

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGCTGTAAGTGCG

206

274

201




TAAGTTTATTG 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAGCCTCCAGAA
TCAGATGACA 3

rs535277

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGATGCAGTTTCCT
TTGCAGAAA5”
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGATTAGATACAA
TGAAACCACTGGA 3

217

285

rs4806187

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAGTGAGACTATGC
GTGTGAACG 5”
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGAAGAACGAGA
CTCCATCATAAAA 3’

230

298

rs11205591

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTACTCTTTCACC
CAGCCTGA 5’
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCAGCTCAAGTCT
ATGTTTTATGA 3

239

307

rs10504961

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTTAAAGTAAATA
ACTAAATGAAATCACTACCAS
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACATTCCTGCACT
GAGTTATCATGG 3

246

314

rs1022580

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCTTCGGAAGGTCA
AAGTAGAGTCA 5"
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTGAGAAGACCA
AATGGATAAGC 3°

254

322

rs1801318

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAAGATAATTGGA
ACGCAAATCTGT_5"
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGAAGGCAATGG
GTTTGATGATAG_3

189

258

rs77655991

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTATCATTTCCTCTG
CCTGTTGTTC_5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTGTTTGGAAAAT
CATCTCTTTGTG_3"

218

287

rs2746462

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTCTCTGAGGCTCC
AGGACTCAC_5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCGATGTTCGACG
GGACAC_3

233

302

Anexo 1V. Coberturas de los 26 fragmentos secuenciados en la fase 4 del trabajo.

rs274: rs2746462; rs776: rs77655991; rs7718: rs1801318
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