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Presentacion

El componente genético es imprescindible en el estudio de cualquier mecanismo fisiolégico y sus patologias
asociadas; y las alteraciones del sistema hemostatico no son ninguna excepcién. Por supuesto, en enferme-
dades monogénicas (con un elevando componente genético localizado en uno o pocos genes), pero también
en enfermedades complejas (donde el componente genético estd mas diluido y disperso en multitud de ge-
nes), la identificacién tanto del gen como de las alteraciones genéticas implicadas en el desarrollo o pronds-
tico de las mismas ha sido, sigue y seguira siendo un objetivo prioritario de la investigacién biomédica. Esta
investigacién ha marcado el cambio y/o desarrollo de nuevos conceptos en hemostasia. Desde el inicio, en
el que la mayoria de las enfermedades asociadas con el defectuoso funcionamiento del sistema hemostati-
co eran consideradas como enfermedades monogénicas, a la identificacién de componentes genéticos impli-
cados en la respuesta al tratamiento, pasando por la identificacion de alteraciones polimérficas protrombé-
ticas y el concepto de enfermedad poligénica compleja. En este simposio se repasan estos conceptos en las
excelentes ponencias del doctor Espafia y la doctora Gonzélez-Conejero. En la primera ponencia se revisa
de forma sucinta pero magistral las enfermedades monogénicas hemostaticas. Se exponen ejemplos repre-
sentativos de los diferentes mecanismos moleculares (autosémico dominante, autosémico recesivo, ligado
al cromosoma X) que, afectando un solo gen, condicionan el desarrollo de enfermedades hemostaticas. Es-
tas enfermedades, que afectan tanto a componentes plaquetarios como de la cascada de la coagulacién (pro-
coagulantes y anticoagulantes) desequilibran de forma dramatica al sistema hemostatico, provocando enfer-
medades tanto trombdticas como hemorragicas que han sido referencia para todo hematélogo: hemofilia,
Glanzmann, deficiencia de antitrombina, etc. Por otro lado, el doctor Espafia también introduce el concepto
de enfermedad poligénica incluso para las consideradas clasicamente como monogénicas y, sin duda, para
las enfermedades complejas, como en la ponencia del doctor Morange se pone claramente de manifiesto.

La doctora Gonzélez-Conejero hace una exhaustiva revisién de los elementos genéticos implicados en
los 3 grandes tratamientos que tienen como diana elementos del sistema hemostatico: las terapias an-
tiagregante, anticoagulante y fibrinolitica. Es quizas, hoy por hoy, el apartado donde los estudios genéti-
cos puedan tener mas relevancia clinica y pueden beneficiar a un mayor nimero de pacientes, como refle-
ja el hecho de que para dos situaciones (anticoagulacién con warfarina y antiagregacién con clopidogrel),
ya existen indicaciones especificas por parte de la Food and Drug Administration (FDA). Ello, sin duda,
es debido a que se trata de sistemas en los que el nimero de elementos implicados es menor (la diana del
farmaco y las moléculas implicadas en su absorcién, metabolizacién y eliminacién). Asi, el peso de po-
limorfismos comunes, frecuentes en la poblacién y que en condiciones normales, sin firmaco, no tienen
graves consecuencias fisioldgicas, es muy elevado. A pesar de las fuertes asociaciones positivas encontra-
das en algunas terapias, es necesario continuar el estudio e identificar nuevos elementos genéticos con re-
levancia farmacogenética en terapias dirigidas contra elementos del sistema hemostatico, quizas también
con los nuevos anticoagulantes.

El desarrollo de la genética ha ido de la mano del desarrollo tecnolégico. Los estudios genéticos clasicos
se reducian a pocas anomalias de un solo gen, eran costosos y sélo se podian desarrollar en laboratorios
de excelencia mundial. Los avances tecnolégicos han permitido cierta globalizacién del estudio molecu-
lar en hemostasia y en trombosis. De forma paralela, van apareciendo nuevas metodologias que permiten
un analisis genético masivo, que facilita una nueva aproximacién a la base molecular de la enfermedad,
de la que seguro todavia no hemos alcanzado su mayor desarrollo. En la ponencia del doctor Morange
se muestra una de estas aproximaciones, el andlisis de asociacién global del genoma (genome wide associa-
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tion analysis, conocido por sus siglas: GWAS). Esta estrategia analiza miles, incluso millones, de polimor-
fismos que cubren el genoma completo, para identificar nuevos genes y variaciones genéticas implicadas
en diferentes enfermedades (2.000 nuevos genes, como recoge la ponencia del doctor Morange), también
en la fisiopatologia del sistema hemostatico. Con esta estrategia, se abandonan los primigenios estudios
dirigidos y nos permitird identificar moléculas que ni siquiera habriamos sospechado pudieran jugar un
papel en hemostasia. Es una aproximacién también con limitaciones, principalmente la escasa relevancia
clinica de los polimorfismos identificados, o la debilidad para detectar polimorfismos de baja prevalen-
cia, como la protrombina G20210A. Todos estos aspectos los desarrolla de forma excelente el doctor Mo-
range en su ponencia. Nuevas perspectivas se abren en este campo, como los estudios de correlacion ge-
notipo-fenotipo basados en estrategias GWAS, como indica el doctor Morange, que grupos espafoles ya
hemos empleado y, sobre todo, la implementacién de las nuevas técnicas de secuenciacién de alta reso-
lucién que aportardn nuevos datos al componente genético de las enfermedades relacionadas con el sis-
tema hemostatico.

Finalmente, no todos los estudios de busqueda de nuevos elemento genéticos implicados en el desa-
rrollo de trombosis deben basarse en estudios experimentales. La doctora Vossen nos muestra en su po-
nencia de forma sencilla y comprensible las posibilidades del estudio bioinformético del componente
genético en trombosis venosa. De hecho, las posibilidades de este campo, junto a los recursos de calcu-
lo computacional y el extraordinario coste econdémico de aproximaciones experimentales no dirigidas
(GWAS o secuenciacién masiva) apoyan la realizacién, al menos en las fases iniciales, de estudios tedri-
cos. Esta aproximacién también tiene limitaciones. Quizés la de mayor peso es que no tenemos garantia
absoluta de la fiabilidad de las simulaciones. Y, sin duda alguna, la necesidad de una posterior validacién
experimental. Pero ya existen resultados positivos de esta aproximacién, como recoge la doctora Vossen,
especialmente en el campo de identificacién de mi-ARN implicados en hemotasia y trombosis, que ani-
man a realizar nuevos estudios siguiendo esta estrategia.

Los coordinadores del simposio estamos encantados de constatar que el estudio de la genética en he-
mostasia, mas alld de los avances actuales, tiene un largo y productivo futuro, tal y como han plasmado
de forma magistral los ponentes seleccionados, expertos internacionales en sus campos, que han hecho un
importante esfuerzo en mostrar tanto el estado actual de cada uno de sus campos como en definir e indi-
car las perspectivas y retos que nos encontraremos en los préximos afios.




LIl Reunién Nacional de la SEHH y XXVII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

CONTRIBUTION OF A FRENCH
GENOME-WIDE ASSOCIATION
STUDY ON VENOUS THROMBOSIS
ON THE IDENTIFICATION OF NEW
GENETIC RISK FACTORS

P.E. MORANGE!, D.A. TREGOUET?>

I'INSERM, UMR_S 626, F-13385. Université

de la Méditerranée. Marsella (Francia)

2 INSERM UMR_S 937. Université Pierre et Marie
Curie (Paris 6). Paris (Francia)

In the last five years, the GWAS approach (for ge-
nome-wide association studies) was considered by
some to be the panacea in order to identify novel
susceptibility loci to complex human diseases. This
could be debatable but the impressive success with
about 2,000 new loci (end of 2010) found associated
with human diseases and their quantitative risk fac-
tors (http://www.genome.gov/gwastudies/) strongly
support this strategy. While genetic research enters
now the era of the whole exome or genome ap-
proach for dissecting the genetic architecture of hu-
man traits, we feel it is the right time to make a brief
review of the main findings derived from the only
GWAS performed so far on venous thrombosis (VT).

This GWAS was performed by our group and our
national partners, and investigated about 300,000
single nucleotide polymorphisms (SNPs) spread over
the whole genome®. In this work, only associations
at two known loci, FV and ABO, reached the statis-
tical threshold required for declaring genome-wide
significance (~ p < 107). This was likely due to the
lack of power of our study that was based on a sam-
ple of 418 VT patients and 1,228 healthy controls, all
of French origin. Nevertheless, using different addi-
tional strategies for digging into the heap of p-values
generated by this GWAS, we were able to identify
novel VT-associated SNPs (Table 1).

Firstly, by adopting a multi-stage strategy that in-
vestigated in different replication cohorts all SNPs
that did not reach genome-wide significance but that
were nevertheless quite highly significant (p < 107),
our group together with the group of Prof. Rosendaal
(Leiden, Netherlands) identified a new susceptibility
locus on chromosome 6p24.1 coding for a NF-kb like
transcription factor involved in the interleukin path-
way, the HIVEP1 gene®.

More precisely, using the concerted efforts of 4 co-
horts gathering about 6,000 VT cases and 7,000 con-
trols, the rs169713-C allele was found more frequent
in patients than in controls (0.24 vs. 0.21) and associ-
ated with an increased odds ratio (OR) for VT of 1.20
with corresponding p-value 2.86 x 10~. Functional

studies are ongoing to characterize the role of this
genomic region in the susceptibility to VT.

Secondly, we have used our GWAS results as well
as two additional French case-controls studies on VT,
MARTHA and FARIVE gathering 1,757 VT patients
and 1,408 controls, to test the effect on VT of SNPs
that were found through genome-wide studies asso-
ciated with key quantitative risk factors of VTI. The
underlying hypothesis is that polymorphisms associ-
ated with increased (decreased) levels of the quanti-
tative risk factor should be associated with increased
(decreased) risk of the disease.

Applying a familial GWAS approach on 3 different
isoforms of the C4b-binding protein; a protein partic-
ipating to the protein S pathway, together with the
group of Dr. José-Manuel Soria (Barcelona, Spain) we
observed that the rs3813948 at the C4BPB/C4BPA
locus could influence plasma levels of the o B iso-
form and also C4BPA monocyte expression®. The
1s3813948-C allele associated with increased levels
was found in our GWAS on VT more frequent in cas-
es than in controls (0.093 vs. 0.067; p = 0.012). This
association with VT was then replicated in MJARTHA
and FARIVE, where the frequency of the rs3913948-
C allele was 0.091 and 0.079 in cases and controls, re-
spectively, and carrying the C allele associated with
an increased OR of 1.24 [1.00-1.53] (p = 0.046)®.

Following the results oflinkage analyses performed
in extended French-Canadian pedigrees that identi-
fied two novel regions, 6q13-14 and 12q23, linked
to plasma levels of FVIII and vWE we investigated
in our GWAS results whether these two linkage re-
gions could harbor SNPs associated with VT®. In the
6q13-14 region, several SNPs downstream from the
BAIS locus showed suggestive evidence of associa-
tion (p < 10*) with the disease. Pursuing these find-
ings in MARTHA and FARIVE led us to observe that
the rs9363864-AA genotype was associated with a
lower risk of VT (OR = 0.58 [0.42-0.80]; p = 0.005)
in non carriers of FV Leiden and/or Prothrombin
G20210A mutations. This effect was consistent
with what was observed in the GWAS. No associa-
tion was observed (OR = 1.11 [0.68-1.80]; p = 0.67)
in carriers of at least one of these mutations®. Con-
versely, the only SNP that showed association with
p < 10~ in the 1223 linkage peak, the rs1593812 at
the proximal promoter of STAB2, did not replicate
in MARTHA nor in FARIVE (unpublished data). Nev-
ertheless, the STAB2 locus was additionally identi-
fied as one of the novel loci influencing plasma lev-
els of vWF and FVIII in a meta-analysis of GWAS
studies conducted by the CHARGE consortium in
about 23,000 participants®. This would suggest that
STAB2 could be a true candidate for VT whose ge-
netic variability deserves to be further investigated
in relation to VT risk.

haematologica/edicién espafiola | 2011; 96 (Extra 1) | 383 |



LIl Reunién Nacional de la SEHH y XXVII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

Table 1. New variants associated with VT identified by GWAS conducted in individuals of French origin

Locus SNP Alleles? Frequency’ OF° Associated phenotype® References®
C4BPB/CABPA rs3813948 T/C 0.09 1.24 T(x7[30 C4BP (3)
CYP4V2 Rs13146272 A/C 0.33 1.21 T (1)
GP6 151613662 A/G 0.82 1.15 7 platelet activation and aggregation (1)
KNG1 rs710446 T/C 0.45 1.20 4 aPT (8)
HIVEP1 rs169713 T/C 0.21 1.20 Still unknown 2)
SERPINC1 152227589 C/T 0.10 1.29 J antithrombin (1)
TC2N rs1884841 C/T 0.50 1.22 TVWF (6)
BAI3 rs9363864 G/A" 0.54 1.72 TVWF (4)

GWAS: genome-wide association studies; VT: venous thrombosis
Underlined are the at risk alleles

© Estimates of the risk allele frequency observed in Rererences population
¢ Estimates of the odds ratio (OR) associated the risk allele

? Phenotype associated with the at risk allele

¢According to Rererences numbering

" Assuming a recessive model

Among the other new loci identified by the
CHARGE consortium as influencing plasma FVIII
and/or vWF levels®, we observed that the TC2N
locus could also be a strong candidate for VI©. In-
deed, the T2CN 1rs1884841-T allele was found more
frequent in VT cases than in controls, in our GWAS
(0.50 vs. 0.43), in MARTHA (0.49 vs. 0.44) and in
FARIVE (0.47 vs. 0.45)©. In the combined samples, the
rs1884841-T allele was associated with an increased
OR for VT of 1.22 [1.17-1.33] (p = 6.5 x 107), this al-
lele being a nearly perfect proxy for the rs10133762-
T allele found associated with increased vWEF levels
in the CHARGE consortium®.

Three SNPs, rs27431672 (F12), rs9898 (HRG) and
rs710446 (KNG1), were reported to influence aPTT
levels in a GWAS carried out on a sample of 1,477
healthy individuals?. While the rs27431672 was not
typed in our GWAS for VT and the rs9898-T had simi-
lar allele frequencies in cases and controls (0.32, each),
the rs710446-C allele was slightly more frequent in
cases than in controls (0.44 vs. 0.42; OR = 1.09) but
the association was not significant (p = 0.31) (unpub-
lished data). Nevertheless, in an additional sample of
1,541 VT patients part of the still on-going MARTHA
project and 1,110 healthy controls from the Thee-City
study®, the rs710446-C allele was also found more
frequent in cases than in controls (0.45 vs. 0.41). The
corresponding allelic OR for VT was 1.20 [1.07-1.34]
(p =0.0012)®. This association was further replicat-
ed in the FARIVE study with allele frequencies 0.46
and 0.42 in cases and controls, respectively, and al-
lelic OR of 1.17 [0.89-1.54) (p = 0.059). Combining
together the results of the three association stud-
ies, the total evidence in favour of the association

of rs710446 with VT became OR = 1.16 [1.06-1.26]
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(p=7.39 10%). The increased risk of VT observed
for the rs710446-C is compatible with the decreased
aPTT levels observed in” and what is expected from
the known traditional biology relating aPTT to VT.
Rs710446 refers to the non-synonymous I1e581Thr
variant of the KNG1 gene encoding high molecular
weight kininogen (HK), another obvious candidate
for VT physiopathology.

The above examples of SNPs initially detect-
ed from GWAS on quantitative traits and subse-
quently found associated with modest risk of VT
(OR < 1.20), and therefore with p-value that could
not reach genome-wide significance in absence
of very large samples, clearly illustrate the lack of
power of our GWAS to detect modest genetic ef-
fects even at a low stringent statistical threshold
of 10-® or 102 This point could be further illustrat-
ed by noting that the CYP4V2 rs13146272-A and
GP6 1s1613662-A alleles that had been found signif-
icantly associated with VT (OR =1.21 [1.12-1.31];
p=7.41x107; and 1.18 [1.07-1.29]; p = 4.85 x 10,
respectively), in the MEGA study gathering 2,712
deep vein thrombosis (DVT) cases and 4,634 con-
trols®, were only marginally associated with VT
in our GWAS, p = 0.020 and p = 0.039, respective-
Iy®. These two SNPs were further genotyped in
MARTHA and FARIVE, and their association with
VT were homogeneously reproduced®. When the
3 French cohorts were combined, the allelic ORs
for VT associated with the rs1613662-T allele was
1.25[1.09-1.43] (p = 0.002) and that for rs13146272-
A was 1.19 [1.05-1.35] (p = 0.007). However, in this
combined analysis, no association (OR = 1.05 [0.92-
1.21]; p = 0.454) was observed with the rs2227589-
A allele unlike the previous reported OR of 1.26
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[1.13-1.42] (p =5.93 x 10°)®. GP6 encodes the re-
ceptor glycoprotein (GP)VI that has a major role in
collagen-induced platelet signalling. The rs1613662-
G was found associated with reduced platelet func-
tions!?. CYP4V2 maps close to the F11 gene coding
for FXI, an obvious candidate for VT susceptibili-
ty and further works showed that the association
of rs13146272 with VT was due to its linkage dis-
equilibrium with two F11 SNPs, rs2289252 and
1s2036914, the latter two acting additively to in-
fluence DVT risk through a modulation of FXI
levels®b.

Very recently, two SNPs that had been found influ-
encing vWF and FVIII plasma levels in the CHARGE
consortium® were further found associated with the
risk of VT in the MEGA and HVH studies totalling
5,569 controls and 5,123 VT cases®?. The rare allele of
STXBPS5 rs1039084 was associated with a decreased
risk of 0.90 [0.82-0.98] (p < 10 and that of the VWF
rs1063856 with an increased OR of 1.16 [1.06-1.26]
(p <107). The same trend of association was ob-
served in our GWAS (unpublished data) but, proba-
bly due to low sample size, these associations were
far from reaching significance (OR = 0.95 [0.81-1.11];
p =0.51; and OR = 1.05 [0.89-1.24]; p = 0.56, respec-
tively). The rs1063856 codes for a non- synonymous
Thr789Ala substitution in exon 18 of the VWEF gene at
a site encoding for the D’ domain, which is involved
in binding of FVIIL It could be hypothesized that the
nucleotide change at amino acid 789 increases the ef-
ficiency with which the VWEF molecule transports or
releases FVIII into circulation, thereby increasing the
risk of VI. STXBP5 have not been shown to be in-
volved in vWF secretion; however, these observa-
tions may indicate a functional role of these proteins
in determining circulating vWF levels.

In addition to aPTT, FVIII, VWF and protein S relat-
ed phenotypes aforementioned, there have been ad-
ditional quantitative risk factors that have recently
been investigated through the GWAS strategy, such
as D-dimer®, protein C and PAI-1 levels®. The
impact on VT risk of the identified SNPs deserves
further attention.

Conclusion

In conclusion, even though it was not well powered,
the only GWAS conducted so far on VT substantially
contributed to the identification of novel susceptibli-
ty loci for the disease.

All elements collected so far strongly confirm the
complexity of the disease where multiple common
SNPs with modest effect interfere. Among the future
directions to follow, the identification of new VT
variants will require big consortia assembling large

sample sizes as well as the study of new pertinent
quantitative traits related to VT.
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La trombosis es el mecanismo subyacente mas impor-
tante de la enfermedad tromboembdlica, por lo que la
terapia antitrombotica se utiliza habitualmente en las
enfermedades cardiovasculares. La eficacia clinica del
farmaco antitrombético no es homogénea y una pro-
porcién importante de los pacientes seguirdn sufriendo
un evento trombético nuevo. Varios factores (trastornos
metabdlicos, edad, funcién renal y hepatica, diabetes,
tabaquismo, etc.) participan en esta heterogeneidad in-
terindividual, aunque no explican completamente la ele-
vada variabilidad de respuesta. Aqui revisaremos la in-
fluencia de los polimorfismos genéticos en la eficacia de
los farmacos antitrombéticos.

Farmacogenética: una breve descripcion

La farmacogenética es el estudio de cémo las diferen-
cias genéticas influyen en la variabilidad de respuesta
de los pacientes a los farmacos y el riesgo individual
de desarrollar una reaccién adversa. Hay varias formas
en las que los polimorfismos pueden tener efecto far-
macogenético: influir en el metabolismo de farmacos
(mediante la modificacién de la funcién de las enzimas
que metabolizan el firmaco) de forma que la misma
dosis administrada puede llegar a niveles terapéuticos
en algunos individuos, pero no en otros. También pue-
den modificar la farmacocinética de una droga, afec-
tando su capacidad de unién a proteinas diana. Absor-
cién, distribucidn, excrecién y detoxificacién también
pueden modular la respuesta definitiva individual a la
droga. El objetivo final de la farmacogenética es la se-
leccién de una terapia personalizada para reducir la in-
cidencia de reacciones adversas a los medicamentos y
mejorar la eficacia del tratamiento.

Agentes antiplaquetarios

El papel fundamental de las plaquetas en la patogé-
nesis de la aterotrombosis subraya la importancia de
la terapia antiplaquetaria temprana y sostenida. Des-
afortunadamente, los agentes antiplaquetarios actual-
mente aprobados tienen limitaciones y un ndmero
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considerable de pacientes tratados sufrird un evento
trombdtico nuevo a pesar de estar en los regimenes
de tratamiento recomendados, dando lugar al concep-
to de resistencia a los farmacos antiplaquetarios. Este
concepto es controvertido y, por lo tanto, su prevalen-
cia varia ampliamente, dependiendo de los métodos
de laboratorio utilizados y/o la poblacién estudiada.
Factores demograficos y clinicos participan en esta he-
terogeneidad de la respuesta individual. Los factores
genéticos también han sido implicados en la respuesta
del paciente a los farmacos antiplaquetarios.

Las proteinas expresadas en la superficie de la plaque-
ta juegan un papel clave en la adhesién, activacién y
agregacién. La glicoproteina 1Ib/IIla (GP IIb/1lla) es uno
de los complejos mds importantes de plaquetas, como
lo demuestra el sangrado grave asociado con la deficien-
cia de estas proteinas®”. La GP IIb/Illa juega un papel
fundamental en la activacién y agregacion plaquetaria
por la unién del fibrinégeno y el factor de Von Wille-
brand. Muchos antiagregantes plaquetarios tienen, di-
recta o indirectamente, a este complejo como su princi-
pal objetivo. El polimorfismo mds estudiado que afecta
a este complejo es el cambio Pro33Leu. Se ha sugerido
que este polimorfismo modula la funcién plaquetaria y,
en particular, el alelo Leu se ha asociado con aumento
de la reactividad plaquetaria®. Un segundo complejo en
la superficie de la plaqueta que juega un papel clave en
la adhesién plaquetaria es el receptor de alta afinidad
para el colageno, el GP la/lla. El polimorfismo mas rele-
vante es C807T, que se asocia con variaciones en la ex-
presién del receptor en la superficie plaquetaria®. Asi,
el alelo 807T, estd asociado con una expresién hasta 10
veces mayor de este receptor, puede afectar la funcién
plaquetaria y podria modificar el efecto de los farmacos
antiplaquetarios. Por Gltimo, otras terapias antiagregan-
tes tienen como objetivo otros receptores plaquetarios
o compuestos importantes para la activacién de las vias
secundarias. La Tabla 1 resume los estudios de farmaco-
genética de los principales agentes antiplaquetarios.

Aspirina

Es el agente antitrombético mas utilizado en la practica
clinica, ya que ha demostrado reducir el riesgo de even-
tos trombdticos significativamente®. Los efectos anti-
plaquetarios de la aspirina (acido acetilsalicilico) se rela-
cionan con su capacidad de acetilar irreversiblemente la
ciclooxigenasa-1 (COX-1), lo que lleva a la supresién de
la generacion de tromboxano A, y metabolitos relacio-
nados. La relevancia de los polimorfismos que afectan
ala diana de la aspirina, la enzima COX-1, en farmaco-
genética es intuitiva. El cambio C50T del gen COX-1
puede modificar la actividad de la enzima y, por tanto,
influir en los requerimientos de dosis de aspirina. Nues-
tro grupo ha descrito que C50T se asocia con los nive-
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Tabla 1. Polimorfismos genéticos relacionados con la farmacogenética de los antiagregantes plaquetarios

para un mismo efecto antiagregante que el alelo PI**

Asociado con los niveles de expresion en la superficie

Asociado con mayor reduccidn de los niveles de TxB,

Mayor reactividad plaquetaria del alelo T, probablemente

Menor reduccion de agregacion plaquetaria y menores

Efecto clinico

Mayor riesgo de trombosis, peor evolucion
tras angioplastia o implantacion
de un stent

Sin asociacion clinica
No hay datos clinicos

No hay datos clinicos

No hay datos clinicos

No hay datos clinicos

Mayor riesgo trombético

No hay datos clinicos
Datos conflictivos
No hay datos clinicos

Peor evolucion tras implantacion
de un stent

No hay datos clinicos

Polimorfismo Efecto funcional
Aspirina
B oo . .

Glicoproteina llla PI* (Pro33Leu) El alelo PI*? requiere mayores dosis de aspirina
BRI b2y y mayor reactividad plaquetaria
COX-1 50T Asociado con mayores niveles de TxB,
COX-2 G-765C .

tras aspirina
ADP receptor POy Asociado Pon menos_ r_educcmn en la agregacion

C plaquetaria tras aspirina

Clopidogrel
Glitoprotemallia PI* (Pro33Leu) Menor rgducmon de agregacion pIaquetana.

con clopidogrel en la fase aguda del tratamiento
LT L E2Yl por una mayor reactividad al colageno fibrilar
AT ETEEIEEEIIA | o Mayor reactividad plaquetaria
(PAR-1)
ADP receptor P2y, Datos funcionales no concluyentes

. CYP3A4 - -
Citocromo P450 (VS10 + 12G>A) Datos conflictivos en la variabilidad de respuesta
. CYP2C19

CITETEO =30 (681G>A) niveles plasmaticos del metabolito activo
Multidrug resistance-associated Disminucion en la absorcion del farmaco
protein-1 (MDR-1) Gl y menor formacion de metabolito activo
Ticlopidina
Glicoproteina llla PI* (Pro33Leu) Datos conflictivos

Inhibidores de glicoproteina Ilh/llla
(Parenteral) GP llla PI* (Pro33Leu)
(Oral) GP llla PI* (Pro33Leu)

Datos conflictivos

Interacciones adversas

Datos conflictivos

Datos conflictivos
Ausencia de beneficio clinico

les de tromboxano B, antes y después del tratamiento
con aspirina, en sujetos sanos®. Es importante destacar
que los niveles de este metabolito son un buen marca-
dor de riesgo tromboético en pacientes tratados con aspi-
rina. Hemos encontrado una asociacién significativa en-
tre el polimorfismo de la COX-2 G-765C y la eficacia de
la reduccién de tromboxano B, después del tratamien-
to con aspirina®. Otros polimorfismos estudiados in-
cluyen C893T en el receptor de ADP P2Y1, pero sin un
mecanismo claro involucrado®. Estudios adicionales se
deben realizar para confirmar estas asociaciones y eva-
luar el papel de estos polimorfismos en la enfermedad
tromboembdlica en pacientes tratados con aspirina.
Adicionalmente, es importante sefalar que factores
extrinsecos a la plaqueta pueden afectar la funcién pla-
quetaria. Por ejemplo, la aspirina parece afectarse por
el polimorfismo hemostético Val34Leu, cambio que
afecta a la activaciéon de FXIII, su actividad transgluta-
minasa y la estructura del codgulo. Se ha descrito que

la inhibicién de la activacién FXIII por la aspirina es
mayor en los portadores Leu34, lo que sugiere que es-
tos pacientes podrian necesitar menor dosis de aspiri-
na a igualdad de riesgo?.

Derivados de tienopiridina

La ticlopidina y el clopidogrel son derivados de tienopi-
ridinas que inhiben irreversiblemente la P2Y12 de ADP-
receptor en la superficie plaquetaria. El perfil de segu-
ridad mas favorable de clopidogrel lo ha llevado a ser
la tienopiridina de eleccion. Se ha demostrado extensa-
mente que existe una amplia variabilidad en la respues-
ta a clopidogrel. No hay estudios especificos de farma-
cogenética con ticlopidina. La mayoria de los estudios
se desarrollaron en otros agentes antiplaquetarios, y los
resultados son ciertamente contradictorios (Tabla 1). El
primer estudio para evaluar la farmacogenética de clo-
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pidogrel fue realizado por Angiolillo et al.®, en el que se
examind el polimorfismo de GP Illa. Sin embargo, los
efectos moduladores de este polimorfismo sobre la res-
puesta de clopidogrel se limitaron a la fase aguda del
tratamiento, ya que no se observaron diferencias en los
pacientes en terapia de mantenimiento®.

El efecto de los polimorfismos de otros receptores de
membrana de las plaquetas en la respuesta a clopido-
grel ha sido evaluado. Se ha descrito que C807T modu-
la la agregacién plaquetaria y los efectos antiagregantes
plaquetarios del clopidogrel®, por lo que portadores
del alelo T podrian tener mayor riesgo trombodtico.
Sin embargo, estos resultados no se confirmaron pos-
teriormente. Otro potencial modulador de los efectos
de clopidogrel es la proteasa activada por el receptor 1
(PAR-1), el receptor de la trombina en la superficie de la
plaqueta. Se ha mostrado que —14 A>T se asocia con
mayor reactividad plaquetaria antes y después de la ad-
ministracién de clopidogrel®?.

Dado que el receptor P2Y12 de ADP es la diana de
clopidogrel, varios estudios han investigado el papel
potencial de las variaciones de la secuencia del gen de
este receptor en respuesta a clopidogrel. Fontana et al.
identificaron dos haplotipos (H1 y H2)%2. El haplotipo
H2 se asoci6 con una mayor agregacién plaquetaria in-
ducida por ADP en una cohorte de voluntarios sanos
no medicados. Numerosas investigaciones adicionales
ha corroborado un efecto funcional de polimorfismos
de P2Y12 en la respuesta a clopidogrel o en el impac-
to clinico®. El clopidogrel es un profdrmaco que re-
quiere la oxidacién por el citocromo P450 (CYP) para
generar un metabolito activo, siendo CYP3A4 el prin-
cipal responsable. Las variantes genéticas de esta enzi-
ma en la respuesta a clopidogrel fueron las primeras en
ser evaluadas, con resultados igualmente contradicto-
rios. Estudios posteriores han evaluado la influencia de
los polimorfismos de otros CYP sobre la respuesta de
clopidogrel. De éstos, CYP2C19 demostro ser el mas
relevante con hallazgos consistentes en la bibliografia.
La mayor prevalencia de la CYP2C19*2 (alelo nulo) en-
tre los asidticos podria explicar por qué la prevalencia
de respuesta subdptima a clopidogrel es mayor en ja-
poneses que en caucasicos!. Por dltimo, la absorcién
de clopidogrel y, por tanto, la formacién de metaboli-
tos activos, ha demostrado estar disminuida por flujo
de salida mediado por P-gp—y estar influenciado por el
genotipo C3435T (MDR1)®), lo que sugiere que la tasa
de metabolizacién de clopidogrel varia entre los indivi-
duos y puede estar determinado genéticamente.

Inhibidores GP lib/llla
La relevancia de la GP IIb/IIla en la activacién y agre-

gacién plaquetarias ha fomentado el desarrollo de in-
hibidores de GP IIb/Illa como potentes farmacos anti-
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plaquetas demostrando consistentemente su utilidad
en pacientes de alto riesgo con sindrome coronario
agudo (SCA). Algunos autores han evaluado el papel
del polimorfismo P1A sobre los efectos de estos inhibi-
dores, con resultados controvertidos. Asi, se ha sugeri-
do que el alelo PIA2 tiene menor inhibicién de las pla-
quetas en los portadores!®, aunque otros estudios no
encontraron este efecto significativo del genotipo en la
inhibicién plaquetaria.

Anticoagulantes

Heparina no fraccionada

La mayoria de los estudios de farmacogenética en he-
parina se han relacionado con trombocitopenia induci-
da porheparina (HIT) y sus complicaciones tromboem-
bélicas (Tabla 2). Recientemente, se ha propuesto que
el polimorfismo PIA2 de GP Illa puede modular los
efectos protrombdticos de HIT. Sin embargo, los da-
tos de esta asociacién no se han confirmado. También
hay datos controvertidos sobre el efecto del polimor-
fismo del receptor plaquetario FcyRIIA H131R y de po-

limorfismos del factor 4 plaquetario en HIT.

Anticoagulantes orales

El inicio del tratamiento con antivitaminas K (AVK) se
asocia con una de las mayores tasas de eventos adver-
sos asociados a un solo medicamento. Hasta la mitad
de los pacientes con fibrilacién auricular sin contraindi-
cacion para la terapia con warfarina, que se encuentran
en alto riesgo de accidente cerebrovascular (riesgo
anual > 4%), no estdn sometidos a terapia anticoa-
gulante debido a la percepcién del riesgo asociado con
este tipo de tratamiento, tanto por los pacientes como
por los profesionales de la salud. Actualmente, algunas
plataformas comerciales incorporan el genotipo de los
polimorfismos que afectan a la dosis de AVK, ademas
de datos clinicos, fisiolégicos y factores ambientales,
lo que parece una estrategia prometedora para prede-
cir la dosis estable de forma individualizada. Asi, el ge-
notipo CYP2C9 predice ~ 10% y el genotipo VKORC1
hasta el 25% de la variabilidad en la dosis de AVK. La
importancia de este efecto farmacogenético fue recono-
cida por la Food and Drug Administration (FDA) hace
unos afios. Sin embargo, es importante sefialar que to-
dos los datos conocidos sélo explican el 45-55% de la
variante de la dosis total"”. Recientemente, estudios de
exploracién del genoma completo (GWAS) han consta-
tado que ningln otro gen va a tener un peso similar a
CYP2C9 o VKORCI. Estos datos no descartan, sin em-
bargo, la contribucién de menor importancia de otros



LIl Reunién Nacional de la SEHH y XXVII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

Tabla 2. Polimorfismos genéticos relacionados con la farmacogenética de drogas anticoagulantes vy fibrinoliticas

Polimorfismo Efecto funcional Efecto clinico

Heparina no fraccionada

Glicoproteina llla PI* (Pro33Leu) No hay datos funcionales Datos controvertidos

Fey Rila-R-H131 Datos controvertidos Datos controvertidos

Anticoagulantes orales

Citocromo P450 CYP2C9 Menor actividad enzimatica Resp.uesta antlcoagqlant.e inestable L
Asociado con complicaciones hemorragicas

Vitamin K epoxide reductase (VKOR) VKORC1 (haplotipos)  Determina niveles de proteina (ARNm) Modifica los requerimientos de dosis

Fibrinoliticos

MMP-9 C-15621 Sin efecto Sin asociacion clinica

Glicoproteina Illa PI* (Pro33Leu) Sin efecto Sin asociacion clinica

Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) 4G/5G No determinado Sin asociacion clinica

Factor XIll Val34Leu Diferencias en resistencia al coagulo Menor eficiencia en fibrinolisis

Thrombin-activable fibrinolysis inhibitor (TAFl)  Thr325lle No determinado o LI S L
de la arteria media cerebral

Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHF) ~ C677T No determinado La hqmomgoms *¢ asoga con .|nfarto arteria
relacionado con oclusion persistente

Angiotensin converting enzyme I/D No determinado La homocigosis se asocia con recanalizacion

genes, como GGCX, APO E, MDR1, CYP4F2 o calume-
nina, que también se han descrito. La controversia so-
bre la relacién entre estos nuevos factores genéticos y la
farmacogenética AVK merece estudios adicionales.

Drogas fibrinoliticas

La terapia fibrinolitica se emplea para lograr la reper-
fusién farmacolégica y la restauracién del flujo de una
oclusién tanto venosa como arterial. Desafortunada-
mente, hasta el 40% de los pacientes tratados no alcan-
zan la reperfusién 6ptima. Los factores identificados
que participan en esta heterogeneidad interindividual
son la edad, el retraso entre el inicio de los sintomas y
el tratamiento fibrinolitico, el habito tabaquico y el ta-
mafo de la oclusién. En los dltimos afos, ha surgido
un renovado interés sobre las iniciativas que podrian
mejorar la eficacia del tratamiento fibrinolitico, inclui-
dos los programas de la fibrinolisis prehospitalaria, los
nuevos agentes terapéuticos (tenecteplasa, por ejem-
plo) o nuevas estrategias de reperfusién farmacoldgi-
ca (por ejemplo, mitad de la dosis con anti-GP IIb/Il]a
o adyuvantes como clopidogrel).

Pocos estudios han analizado la influencia de facto-
res genéticos en la eficacia del tratamiento fibrinolitico
(Tabla 2). Un estudio analiza el papel del polimorfis-
mo C-1562T de gen metaloproteinasa-9 en la transfor-
macién hemorrdgica del ictus después del tratamien-
to fibrinolitico con resultados negativos*®. Del mismo
modo, los resultados negativos se han encontrado en

otros contextos clinicos en relacién al polimorfismo
PIA de GPIIb/Illa y al 4G/5G de PAI-1.

El cambio Val34Leu del FXIII juega un papel clave
en la estabilidad y la estructura del codgulo de fibrina
y ha sido evaluado en la respuesta individual a la te-
rapia fibrinolitica. El polimorfismo Val34Leu afecta la
funcién de FXIII mediante el aumento de la tasa de ac-
tivacién FXIII por la trombina, que se traduce en una
tasa mayor y mds rapida de la estabilizacién de la fi-
brina. En un estudio retrospectivo de pacientes tras un
infarto de miocardio prematuro, nuestro grupo obser-
v6 que los portadores de Leu34 podrian mostrar mas
“resistencia” a la terapia fibrinolitica’”. Posteriormen-
te, estudiamos de forma prospectiva pacientes de dos
poblaciones europeas diferentes sometidos a fibrino-
lisis. En un anélisis multivariado, la fibrinolisis en los
portadores del alelo Leu34 fue significativamente me-
nos eficaz. Ademas, observamos que la combinacién
simultanea de un alelo Leu34 y no-fumador aumen-
ta significativamente el riesgo de menor eficacia de la
fibrinolisis. En consecuencia, nuestro estudio apoya
que la combinacién de factores genéticos y ambienta-
les puede explicar la heterogeneidad en la eficacia de
la terapia fibrinolitica. Otros hallazgos con implicacio-
nes en la préctica clinica son los derivados de un estu-
dio realizado por nuestro grupo evaluando los efec-
tos adversos secundarios del tratamiento trombolitico
en ictus. Asi, los pacientes Val34 y fibrindgeno bajo
(< 8,6 g/L) mostraron los mejores resultados clinicos.
Por el contrario, los portadores de Leu34 y altos nive-
les de fibrin6geno no mostraron respuesta clinica®.
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En los dltimos afos, se han relacionado otros poli-
morfismos con la eficacia del tratamiento fibrinolitico,
como el inhibidor de la fibrinolisis activable por trombi-
na, TAFI, Thr325Ile, metilentetrahidrofolato reductasa
C677T y la enzima convertidora de angiotensina. Estu-
dios en otras poblaciones aclararian el papel de la mo-
dulacién genética sobre la eficacia de la terapia de reca-
nalizacién farmacoldgica con agentes fibrinoliticos.

Conclusiones

A pesar de ser un campo relativamente nuevo en me-
dicina, la farmacogenética emerge como una disciplina
relevante que ayudard a encontrar el tratamiento mas
adecuado para cada paciente, aumentar la eficacia y
seguridad de un medicamento determinado. Aqui he-
mos revisado los polimorfismos mds importantes que
se han asociado con los tratamientos antitromboticos
mds habituales. Destacamos la importancia de iden-
tificar a los individuos en los que los beneficios clini-
cos potenciales pueden ser limitados como resultado
de una respuesta inadecuada sobre la base de un per-
fil genético especifico. En la practica clinica, todos los
pacientes son diferentes y la determinacién de la base
genética de tal heterogeneidad ayudara a reemplazar
protocolos generales con regimenes de tratamientos
especificos e individualizados. La farmacogenética fa-
cilitard el desarrollo de la medicina personalizada.
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NOVEDADES EN LA GENETICA
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Introduccion

La enfermedad monogénica es aquélla producida por
la alteracién de un tGnico gen. Seglin esta definicién, ni
la trombosis ni la hemorragia son estrictamente enfer-
medades monogénicas, sino sindromes poligénicos y
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multifactoriales. Sin embargo, existen deficiencias de
factores de la coagulacién, como la hemofilia, o de in-
hibidores de estos factores, como las deficiencias de
proteina C (PC), proteina S (PS) o antitrombina (AT),
que se consideran como enfermedades monogénicas.

Enfermedades monogénicas

Las enfermedades monogénicas se transmiten segin
los patrones hereditarios mendelianos como: 1) en-
fermedad autosomica recesiva, para cuya manifes-
tacién se necesitan 2 copias del gen mutado; 2) enfer-
medad autosémica dominante, en la que sélo se
necesita una copia mutada del gen para que se mani-
fieste la enfermedad; y 3) enfermedad ligada al cro-
mosoma X, en la que el gen mutado se localiza en el
cromosoma X.

Entre las enfermedades monogénicas relacionadas
con la hemostasia estén la hemofilia, la enfermedad de
Glanzmann, la enfermedad de von Willebrand (EvW),
las deficiencias de inhibidores de la coagulacién como

PC, PSy AT.

La trombosis venosa hereditaria
como enfermedad poligénica

El término trombofilia, definido como la tendencia a
desarrollar trombosis venosa entre sujetos de la mis-
ma familia, fue establecido en 1956 por Jordan y Nan-
dorff®. Tras la identificacién de deficiencias de los
inhibidores de la coagulacién AT®, PC® y PS® asocia-
das a trombosis familiar, se establecié la idea de que
la trombosis venosa era una enfermedad monogéni-
ca. Sin embargo, a medida que se diagnosticaban mas
casos, se comprobd que la incidencia de trombosis
en los individuos con estas deficiencias era muy baja
(Tabla 1) y que la mayoria de los portadores cursa-
ban sin manifestacién clinica de trombosis. Estos da-
tos hicieron sospechar de la existencia de otras alte-
raciones génicas que modularan la expresion clinica.
De hecho, hasta el ano 1994 se identificaron nuevas
mutaciones raras asociadas con el tromboembolismo
venoso (TEV). Pero fue en

Enfermedades monogénicas asociadas
a tromboembolismo venoso

Deficiencias de proteinas Cy S

Las deficiencias de PC y PS son enfermedades mono-
génicas con herencia autosémica recesiva. Los pacien-
tes con deficiencia homocigota o doble heterocigota
cursan con trombosis masivas tras el nacimiento’® y
necesitan tratamiento anticoagulante de por vida. Sin
embargo, los portadores heterocigotos son, en su ma-
yor parte, asintomaticos, especialmente los deficientes
de PC, aunque presentan un incremento del riesgo de
TEV®Y, que se manifiesta sobre todo cuando se com-
binan con otros defectos congénitos o adquiridos.

La PC circula como un zimdgeno inactivo, pero se han
detectado niveles circulantes de PC activada (APC) in
vivo. Estos niveles estan, en gran medida, determinados
genéticamente® y los individuos con niveles de APC re-
ducidos tienen un riesgo aumentado de TEV'. Se han
descrito cuatro haplotipos (H) en el gen del receptor en-
dotelial de la PC (EPCR). De ellos, el H1 se asocia con
un aumento de los niveles de APC circulante y una re-
duccién del riesgo de TEV!!12) y arterial®®, mientras que
el H3 se asocia con un aumento de los niveles circulan-
tes de EPCR y un mayor riesgo de TEV®4%9),

La PS actia como un cofactor de la PC en la inactiva-
cién de los factores Va y VIlla. En un estudio en el que
se analizaron dos series de familias con deficiencia de
PS tipo I (cohorte 1; 35 probandos y 155 familiares) y
tipo 1II (cohorte 2; 52 probandos y 241 familiares), se
concluyé que, mientras la deficiencia tipo I es una en-
fermedad monogénica, como ocurre con la deficiencia
tipo 1, causada por mutaciones en el gen de la PS, la
deficiencia tipo Il es una enfermedad compleja y he-
terogénea, con ausencia de mutaciones en la mayoria
de los pacientes®9.

Deficiencia de antitrombina

Recientemente se ha descrito una nueva alteracién en
el gen de la AT, Ala384Ser, con caracteristicas interme-

1994 y 1996, cuando el gru-
po del doctor Bertina en Lei-
den (Holanda) identificé dos

Tabla 1. Prevalencia de alteraciones de la coagulacion y riesgo tromboembdlico

nuevos polimorfismos pro- Factor de riesgo

coagulantes, el factor V Lei-
den (FVL)® y la protrombi-
na (PT) 20210A9, cuando
comenzé a asentarse el con-
cepto de que la trombosis era
una enfermedad poligénica y

Deficiencia de proteina C
Deficiencia de proteina S
Deficiencia de antitrombina
FactorV Leiden
Protrombina 20210A

Prevalencia Prevalencia en pacientes o .
. . Incidencia de trombosis
en poblacion general con trombofilia
0,2% 4% 2% (1/50)
0,1% 4% 4% (1/25)
0,04% 2% 10% (1/10)
3-5% 25% 0,62% (1/160)
2-4% 12% 0,4% (1/250)

multifactorial.
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dias entre un polimorfismo y una mutacién, con una
frecuencia del 0,2% en la poblacién general®. Esta al-
teracién genética produce una proteina con menor ac-
tividad anticoagulante, lo que aumenta de forma sig-
nificativa el riesgo de trombosis venosa (OR =10,
-2,2-42,5-) y es responsable por si sola de la mayoria
de las deficiencias de este potente anticoagulante.

Deficiencia de proteina Z e inhibidor de proteina Z

El inhibidor de proteasa dependiente de proteina Z
(ZP]) es una serpina que parece tener un importan-
te papel anticoagulante®®. Se han descrito dos muta-
ciones que producen un codén de parada prematura,
asociadas a un aumento del riesgo trombético. Una
de ellas es la Trp303Stop, identificada en el 4% de los
pacientes con TEV en Nueva Zelanda®. La otra es la
Arg67Stop, un polimorfismo que incrementa 3 veces
el riesgo trombotico®.

La proteina Z (PZ) es una proteina dependiente de
la vitamina K que actia como un cofactor del ZPI en
la inhibicién del factor Xa. Varios polimorfismos en el
gen de la PZ influencian los niveles de PZ en plasma
y el riesgo de trombosis@). En un reciente metaanali-
sis se reviso la relacién entre los niveles de PZ y trom-
bosis®. El estudio incluia 28 estudios caso-control (33
cohortes de pacientes), con 4.218 pacientes con enfer-
medades trombdticas y 4.778 controles. Se observéd
que bajos niveles de PZ estaban asociados con un au-
mento del riesgo de TEV (2,2; 1,2-4,0) y arterial (2,7;
1,6-4,5).

Factor V Leiden y protrombina 20210A

Las mutaciones FVL y PT 20210A son dos factores de
riesgo de TEV frecuentes. Sin embargo, no pueden ser
consideradas como enfermedades monogénicas, dada
la baja incidencia de TEV en los portadores. No obstan-
te, podemos considerarlos como alteraciones génicas
principales que, junto a otras mutaciones o factores ad-
quiridos, pueden elevar considerablemente el riesgo de
TEV dada su gran prevalencia en la poblacién. Asi, en
un anélisis de 8 estudios caso-control que incluia 2.310
pacientes y 3.204 controles portadores de una o las dos
mutaciones®, los OR para el TEV fueron de 4,9 (4,1-
5,9) para el FVL; de 3,8 (3,0-4,9) para la PT 20210A; y de
20,0 (11,1-86,1) para los doble heterocigotos. Ademas,
el OR para la asociacién del FVL y de la PT 20210A con
anticonceptivos orales fue de 10,2 (5,7-18,4) y 7,1 (3,4-
15,0), respectivamente, comparado con el de las no por-
tadoras usuarias de anticonceptivos (2,3; 1,7-3,0). Dada
la gran prevalencia de estos dos polimorfismos, estos
resultados ponen de relieve la importancia de que los
portadores eviten en lo posible los factores de riesgo ad-
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quiridos. Asi, un estudio del Registro Informatizado de
Pacientes con Enfermedad Tromboembdlica (RIETE)?%
compard las caracteristicas clinicas de pacientes porta-
dores de FVL, de PT 20210A o sin trombofilia, tras un
primer episodio de TEV. De los 22.428 pacientes regis-
trados, 3.000 tenian un estudio de trombofilia. De ellos,
345 (11,5%) eran portadores del FVL y 261 (8,7 %) de la
PT 20210A. E162% de las mujeres y el 40% de hombres
con TEV que portaban alguno de estos dos polimorfis-
mos tenfan ademas algun factor de riesgo adicional,
siendo los mas prevalentes en las mujeres los anticon-
ceptivos (67 %) y el embarazo (63%).

Enfermedades monogénicas asociadas
a trombosis arterial

Factor V Leiden y protrombina 20210A

En un estudio en el que se analizé la asociacién del
FVL y la PT 20210A con el riesgo de infarto de mio-
cardio antes de los 45 anos®), el 2,6% de los pacien-
tes y el 1,7% de los controles eran portadores de FVL
(OR ajustado para los clasicos factores de riesgo car-
diovascular: 1,7; 1-1-2,4). Sin embargo, la PT 20210A
no se asocié con el riesgo de infarto de miocardio.

Ademads, la presencia de FVL se ha asociado con ic-
tus en nifios, pero raramente en adultos. Un estudio
analizé esta asociacién en adultos, mediante un me-
taanalisis que incluia 18 estudios caso-control en adul-
tos con menos de 51 afios®. El FVL se encontrd en
154 de los 2.045 casos (7,5%) y 217 de los 5.307 con-
troles (4,1%) (OR: 2,0; 1,6-2,5). Sin embargo, dada la
gran heterogeneidad entre los estudios, solamente se
observé una asociacién entre el ictus y la presencia de
FVL en aquellos estudios con una fuerte seleccién de
pacientes con trombofilia.

Enfermedades monogénicas asociadas
a enfermedad hemorragica

Hemofilia

La hemofilia se caracteriza por una grave deficiencia
de factor VIII (hemofilia A) o factor IX (hemofilia B).
Durante los tltimos 60 anos, el tratamiento de estos
pacientes ha consistido en la terapia de sustitucién del
factor correspondiente, primero con productos deriva-
dos de plasma y luego con factores recombinantes. Sin
embargo, estos productos requieren una administra-
cién continuada y son caros. Por ello, la terapia géni-
ca se ha planteado como una estrategia alternativa a la
actual, dado el cardcter monogénico de la enfermedad.
Los modelos caninos de hemofilia y de deficiencia de
factor de von Willebrand (FvW) y de factor VII en pe-
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rros han demostrado la viabilidad de esta terapia. Pero
recientemente se ha visto que, en humanos, se produ-
ce una respuesta inmune hacia el vector de transferen-
cia utilizado, por lo que habra que esperar a que se re-
suelva este problema®).

Deficiencia de factor V

El factor V estd presente en plasma y plaquetas y es
esencial para el proceso de coagulacién. De hecho, los
ratones con deficiencia total de factor V son inviables.
Sin embargo, los pocos casos de deficiencia de factor
V severa en humanos son raramente fatales. Aunque
se desconocen las razones de esta variabilidad fenoti-
pica, varios estudios coinciden en que la presencia de
factor V plaquetario puede explicar estas observacio-
nes. Ademads, se ha visto que los niveles del inhibidor
de la via del factor tisular estan reducidos en plasma
deficiente de factor V, resultando en una generacién de
trombina aumentada, lo que ayudaria a proteger fren-
te a la hemorragia a estos individuos®®.

Factor de von Willebrand y ADAMTS-13

El FvW es una glicoproteina multimérica de alto peso
molecular con un importante papel en la hemostasia
primaria, mediando la adhesién y agregacién plaque-
taria y estabilizando al factor VIII. Su deficiencia cau-
sa la EvW, el trastorno hemorrdgico hereditario mds
comun. La caracterizacién genética de la EvW puede
ser util para su diagndstico. Mientras que los tipos 2 y
3 de la EvW han sido relativamente bien caracteriza-
dos, la caracterizacién del tipo 1 es més complicada y
no siempre se han identificado mutaciones asociadas
a él. En estudios de grandes cohortes se ha observado
que Unicamente se han identificado mutaciones en el
gen del FvW asociadas con la EvW tipo 1 en un peque-
fio nimero de familias, lo que sugiere que otras regio-
nes del ADN diferentes al gen del FvW pueden ser las
responsables de este trastorno®. En un estudio en el
que se analizé el espectro de mutaciones causales de la
EvW tipo 1 en la poblacién sueca, inicamente se iden-
tific6 alguna mutacion en el 56% de los pacientes®.
Recientemente se ha identificado una nueva mutacién
silenciosa que da lugar a una nueva variante del FvW
generada por splicing alternativo y que estd asociada
con la EvW tipo 1, la cual estaba presente en pacientes
a los que previamente no se les habia encontrado nin-
guna alteracién molecular®?.

La metaloproteasa denominada ADAMTS-13 per-
tenece a una familia de proteasas cinc-dependientes
que desempefian un papel importante en varios pro-
cesos fisiolégicos y patoldgicos, incluyendo la artritis
y el cancer. La ADAMTS-13 proteoliza al FvW, parti-

cipando en la fisiopatologia de la pirpura trombéti-
ca trombocitopénica. También participa en ciertas for-
mas de EvW, en especial algunas formas del subtipo
2A, que muestran una hipersusceptibilidad a esta en-
zima. Ademads, puede ejercer un importante papel en
la EvW adquirida asociada a la estenosis valvular gra-
ve, como consecuencia del aumento de su funcién de-
bido al elevado estrés circulatorio. Por ello, no sélo
participa en el marco de la trombosis, sino también en
el de las diatesis hemorragica®.

Defectos plaquetarios

Los problemas hemorragicos asociados directamente
a defectos plaquetarios son relativamente habituales
en la practica clinica®?. Sin embargo, en pocos ca-
sos se conocen las bases moleculares responsables del
defecto en la funcién plaquetaria observado en el la-
boratorio. Ademas, incluso las variantes mds graves y
estudiadas, como la tromboastenia de Glanzmann, el
sindrome de Bernard-Soulier o las deficiencias de al-
macenamiento de granulos, son extremadamente
poco frecuentes. Los defectos plaquetarios suelen cla-
sificarse en varios grupos: a) adhesivos; b) agregato-
rios; ¢) almacenamiento de granulos; d) transmisién de
sefales; e) regulacién del citoesqueleto; y f) defectos
en la actividad procoagulante de las plaquetas.

Defectos en la adhesion plaguetaria

El sindrome de Bernard-Soulier se caracteriza por
trombocitopenia (< 20.000 plaquetas) y plaquetas gi-
gantes con multiples vacuolas citoplasmaticas. La base
de la enfermedad es el defecto en la adhesion al FvW 'y
en la agregacidn a la trombina debido a defectos cuali-
tativos o cuantitativos en el complejo GPIb-IX-V. Este
complejo es generado por la combinacién de 4 genes
separados (GPIBA, GPIBB, GP9 y GP5) cuyos produc-
tos se asocian en el megacariocito para dar lugar al
complejo presente en la membrana plaquetaria. Mu-
taciones en cualquiera de estos genes provocan que el
complejo no se forme o no se traslade correctamente a
la membrana. Existen también raras ocasiones en que
el complejo est4 presente en la membrana pero no es
funcional.

Defectos en la agregacion plaquetaria

La enfermedad de Glanzmann o tromboastenia es una
enfermedad hereditaria con un patrén de herencia de
tipo autosémico recesivo. Cursa con un recuento de
plaquetas normal, pero éstas aparecen aisladas sobre
el frotis de sangre y no agregan con ADP. El tiempo de
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Enfermedad monogéni

Riesgo de TEV

Gen modificador

Umbral de riesgo

PKCO) y defectos en el metabo-
lismo del &cido araquidénico
(PLA2, COX-1, TXAZ2 sintasa).

Reorganizacion
del citoesqueleto

El sindrome de Wiskott-Aldri-
ch se encuentra ligado al cro-
mosoma X, codificando la pro-
teina WASP, la cual actta como
nexo de unién entre los siste-
mas de transmision de sefiales

Edad, factores ambientales/adquiridos

v

y la reorganizacién del citoes-
queleto. El defecto se caracteri-
za por deficiencias en la agrega-

Figura 1. Trombosis venosa como enfermedad poligénica multifactorial. TEV: tromboembo-

lismo venoso.

cién, la liberacién de granulos,
el metabolismo energético de la

hemorragia estd alargado y la retraccién del codgulo
estd ausente o disminuida. La concentracién de fibri-
négeno plaquetario es baja. Mutaciones descritas en la
integrina allbp® demuestran que esta integrina es im-
portante para su formacién y funcién, y estan asocia-
das a perturbaciones hemostésicas severas. Asi, tanto
la mutacién Asn2Asp en la regién N-terminal del -
propeller™ como la Leu718Pro®” impiden la expresion
de la integrina en la superficie plaquetaria, producien-
do un fenotipo hemorragico severo.

Almacenamiento de granulos

Constituye un grupo heterogéneo de patologias, que
se pueden dividir entre aquellas con nimero reduci-
do de granulos, o granulos con contenido disminuido,
y aquellas con defectos en la liberacién de granulos,
pese a que éstos sean correctos en contenido. Ademas,
el defecto puede afectar tanto a los granulos densos
como a los granulos a. En algunos casos, se conoce el
gen responsable del defecto, como en el caso del de-
fecto de granulos o tipo Québec, con herencia autosé-
mica dominante.

Transmision de sefiales

Se trata también de un grupo muy heterogéneo, en
el que se incluyen defectos de receptores, como el re-
ceptor del TXA2, receptores del ADP (P2Y1 y P2Y12),
receptores del coldgeno (GPla-Ila, GPVI, GPIV) y re-
ceptor de la epinefrina; defectos en proteinas G (Gagq,
Gas, Gail); defectos en enzimas sefializadoras (PLCB2,
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plaqueta, etc.

Defectos en la actividad procoagulante
de las plaquetas

El sindrome de Scott estd causado por un defecto en la
reorganizacién de los fosfolipidos de membrana en las
plaquetas en respuesta a un estimulo, resultando en la
disminucién de la capacidad de las plaquetas de conver-
tir la protrombina en trombina. El defecto puede estar lo-
calizado en una mutacién en el transportador ABCA1.

Recientemente se han descrito una serie de defec-
tos en factores de transcripcion en los megacariocitos,
como la deficiencia en CBFA2, que se ha asociado con
problemas en la agregacién o la liberacién de granulos.
Ademads, existen toda una serie de defectos en los me-
gacariocitos responsables de causar trombocitopenias.
Estos incluyen defectos en factores de transcripcion,
defectos en la generacién de megacariocitos y defec-
tos en el citoesqueleto dando lugar a plaquetas gigan-
tes, con mutaciones en el gen de la miosina-IIA.

Corolario

La hipétesis de que la variabilidad genética individual
puede desempefiar un papel determinante en el riesgo
trombético o hemorragico resulta muy atractiva, sobre
todo si se tiene en cuenta que los factores de riesgo co-
nocidos no son capaces de justificar mas del 30-50%
de los casos de estas enfermedades. Se han descrito ya
numerosas alteraciones genéticas de riesgo y la lista de
genes candidatos no cesa de ampliarse. Nuestro cono-
cimiento, sin embargo, adolece de importantes limita-
ciones. En la mayoria de los casos, la asociacién con el
riesgo o el fenotipo intermedio es muy modesta o esta
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en entredicho. A pesar de sus limitaciones, estd toman-
do cuerpo la hipétesis de que el riesgo de padecer la
enfermedad es funcién del ndmero de polimorfismos
desfavorables que porta un individuo. Asi, un indivi-
duo puede ser asintomatico a lo largo de su vida frente
a una enfermedad, bien por no poseer ningtn factor de
riesgo o porque, en el caso de ser portador de alguna al-
teracién en un gen principal o modificador, no alcanza
el umbral de riesgo necesario (Figura 1). Sin embargo,
los individuos con una enfermedad monogénica, des-
de su nacimiento estdn cerca o superan el umbral de
riesgo, al menos los homocigotos en el caso de enfer-
medad recesiva, y desarrollardn la enfermedad a lo lar-
go de su vida. Este escenario es mucho mas complejo,
puesto que, a su vez, existen polimorfismos que prote-
gen de la enfermedad y que pueden modular la expre-
sién clinica.

El efecto de las mutaciones en genes relacionados
con una patologia es importante y este hecho sugie-
re que el andlisis del perfil genémico puede facilitar el
diagnoéstico de la susceptibilidad genética individual a
sufrir dicha patologia.
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Venous thrombosis (VT) has an incidence of about 1
to 3 per 1,000 individuals per year in Western Coun-
tries and is a serious disorder with potential major
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complications such as death from pulmonary embo-
lism and the development of a disabling post-throm-
botic syndrome. The susceptibility for VT is com-
plex, involving multiple genetic and environmental
risk factors®”’. The main strong genetic defects for
VT are inherited deficiencies in the natural antico-
agulants antithrombin, protein C and protein S, and
the two common polymorphisms factor V Leiden
and prothrombin G20210A®. These genetic risk fac-
tors explain, however, only a small part of the heri-
tability of VI® indicating that a search for novel ge-
netic risk factors for VT is still warranted. In recent
years, common gene variants have been identified by
studies focusing on common variants or haplotypes
in one or a few candidate genes such as prothrom-
bin 19911A>G, the factor V HR2 haplotype, factor
VIII 94901C>G, fibrinogen gamma 10034C>T and
factor XIII Val34Leu®. Unfortunately, most of these
variants have a weak and inconsistent effect on VI©.
A recent larger candidate gene genotyping effort in-
cluding 19 682 gene-centric SNPs identified common
SNPs located in E5, F11 (instead of the earlier pub-
lished SNPs in CYP4V2), SERPINC1 and GP6 that
modestly increase the risk of deep venous thrombo-
sis 1.2 to 1.4-fold*9. Findings for GP6 and CYP4V2
were replicated by Trégouet et al.”), who showed in
the same paper the results from a genome wide as-
sociation (GWA) study involving genotyping of ap-
proximately 300,000 SNPs in over 400 cases with an
idiopathic VT before the age of 50 years and over
1,200 control individuals. Despite the fact that GWA
studies are not limited to genes with a known role in
the disease of interest, Trégouet et al. only found an
association with VT for F5 and ABO”. GWA studies
of intermediate phenotypes are also potential sourc-
es for novel genetic risk factors for VT as has been
shown by Smith et al., who recently found an inde-
pendent association with VT for variants in the von
Willebrand factor gene (VWE) and the syntaxin bind-
ing protein 5 gene (STXBP5) that had been associated
in a GWA study with von Willebrand levels®.
Before GWA studies were possible, hypothesis-free
genotyping studies were performed in families using
short tandem repeat markers. Using this approach,
we found in a large family with inherited protein C
deficiency evidence for a gene interacting with pro-
tein C deficiency in increasing the VT risk, the cell
adhesion molecule 1 (CADM1) gene located at chro-
mosome 11@. This gene was identified after re-se-
quencing genes under the three linkage peaks (i.e.,
10p12, 1128, and 18p11.2-q11.2) that were identi-
fied in this family®. For efficiency reasons, we did
not re-sequence all genes under the linkage peaks
but only those with a role in inflammation, signaling,
gene expression or RNA stability, or genes that pro-
vided additional coverage in regions with low cover-



LIl Reunién Nacional de la SEHH y XXVII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

age. By applying six computational candidate gene
prioritization tools we investigated in sifico which
candidate genes would have been prioritized for the
peak on chromosome 11q231%. These programs pri-
oritize genes based on sequence data, literature min-
ing, functional annotation data, expression data,
pathway information and protein interaction data,
which are derived from different web-based data
sources. CADM1 was prioritized only by one of the
six tools’”. In general, disease gene prioritization
tools rely heavily on available information explain-
ing why CADM]1 was not prioritized by most tools.
First of all, the presence and function of CADM1 in
endothelial cells has only been investigated since it
was identified as a risk factor in the Vermont fami-
Ily®). In addition, CADM1 variants and protein C de-
ficiency are probably not interacting via shared bind-
ing partners but the increased risk of thrombosis is
thought to be the result of their respective role in
maintaining normal endothelial barrier function. Re-
sequencing of candidate genes under linkage peaks
therefore still seems the method of choice, although
more costly and time-consuming than computation-
al prioritization of genes within linkage peaks. Fu-
ture studies will have to elucidate whether CADM1
variants are also associated with VT risk outside the
Vermont family in which it interacts with protein C
deficiency. Another family-based study, the Genet-
ic Analysis of Idiopathic Thrombophilia (GAIT) proj-
ect, found a linkage peak on chromosome 18 for acti-
vated protein C resistance and, pleiotropically, factor
VIII and thrombosis near the chromosome 18 peak
found in the protein C deficient family™". However,
re-sequencing of genes in the chromosome 18 region
in the protein C deficient family did not reveal nov-
el disease genes®.

In summary, in recent years mostly common, but
weak genetic risk factors for VI have been identified
in genes already known to be involved in the coag-
ulation system. The GWA study by Trégouet et al.?”)
did not identify genetic risk factors outside the co-
agulation system. However, this study did not have
enough power to detect ORs below 1.4%. Efforts to
increase the power of the GWA study by increasing
the number of individuals might lead to the identifi-
cation of more gene variants. An even more power-
ful approach might be to perform pathway analyses
rather than conventional single-marker association
analyses. In GWA studies large numbers of SNPs are
genotyped. As a consequence stringent statistical cri-
teria have to be applied to minimize the number of
false positive hits. Therefore, only the most signifi-
cant associations will be reported, which likely rep-
resent only part of the genes contributing to com-
plex diseases. Pathway analyses can be performed
on available GWA study SNP data. An advantage of

the pathway approach is the gain of power by reduc-
ing the number of associations (associations are with
pathways not with single genes, cf. cluster or princi-
pal component analysis®?). The method takes mul-
tiple variants into account that might together have
a large effect but individually will have low unde-
tectable effects, which is in line with the idea that
complex diseases result from the cumulative effect of
different variants (i.e., genetic heterogeneity) in mul-
tiple interacting genes rather than the effect of single
gene variants. Pathway analysis methods are still at
the early stages of development, so caution should be
taken when applying current programs and interpret-
ing results. Hypothesis-free pathway selection is not
yet possible: current methods therefore depend on a
prioti selected candidate pathways and rely on cur-
rent biological knowledge. Although there are many
pathway resources available to select pathways, re-
sults differ when using different resources as shown
by Elbers et al.'®. Problems that can be encountered
are overlapping pathways when genes appear in
more than one pathway, difficulties with assigning
SNPs from a GWA panel to known genes, and diffi-
culties with establishing pathway scores when large
differences occur in pathway size and coverage of
genes within pathways®%.

Besides common variants, the identification of rare
variants with a strong effect is of great interest. The
ongoing development and cost-reduction of next-
generation sequencing techniques provide an op-
portunity to extend our search for novel genetic risk
factors for VT beyond common variants. Howev-
er, the low prevalence of rare variants will limit our
power to confirm associations with VT in current-
ly available studies. One way to increase power is
to combine the effects of multiple rare variants. An
example of such a method is the weighted sum sta-
tistic described by Madsen BE et al.® in which rare
variants are grouped according to genes and each in-
dividual is scored by a weighted sum of the variant
counts. Common variants can also be included in
this method after adjustments to avoid that the test
will be dominated by common mutations. Compu-
tational predictions of the functional effect of ami-
no acid changes can be incorporated as well thereby
giving most weight to variants that are predicted to
be functionally significant. Variants that are predict-
ed to be functionally insignificant should not neces-
sarily be neglected though. In the past decade, mi-
croRNAs have been recognized as critical regulators
of gene expression!®. MicroRNAs are non-coding
conserved 20-30-nucleotide sequences that influence
mRNA translation or degradation of protein-coding
genes by binding to their target sites, which general-
ly are located in the 3’ untranslated region (UTR) of
target genes9. Several studies have shown an effect
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of variants in the 3’"UTR region of target genes, pre-
sumably via influencing microRNA binding, on dis-
eases such as Parkinson’s disease, colorectal cancer,
hypertension, breast cancer and childhood asthma®”,
but not for VT yet. A recent study did show the po-
tential importance of microRNAs in the develop-
ment of the coagulation system in neonate mice®.
Also, Fort et al. tested 470 annotated human microR-
NA precursors for an effect on fibrinogen biosynthe-
sis in vitro and identified 23 miRNAs down-regulating
and 4 miRNAs up-regulating fibrinogen produc-
tion"?. To identify variants in the 3'UTR of genes in-
volved in coagulation that might influence microR-
NA binding, several in silico algorithms can be used
such as Patrocles and PolymiRTS that predict which
genetic variants in microRNA target sites might influ-
ence binding of microRNAs®. Validation of the pre-
dicted in silico findings by epidemiological or in vitro
studies is strongly recommended though. First of all,
predictions made by the Patrocles or PolymiRTS al-
gorithms for the effect of 3’UTR variants on microR-
NA binding can differ greatly. For example for the
factor VII gene, Patrocles predicts that the A-allele
of SNP rs2476324G>A disrupts binding to hsa-mir-
593, whereas PolymiRTS predicts that the G-allele of
the same SNP disrupts binding to hsa-mir-511. Fur-
thermore, Patrocles predicts that rs3093250G>A in-
fluences binding to hsa-324-5p, whereas PolymiRTS
predicts other SNPs to have an effect on microRNA
binding: rs3093249:-/AA is predicted to influence
binding to hsa-mir-593, rs3093251A>G to hsa-mir-
933 and rs3093256 C>G to hsa-mir-146a. Secondly,
one microRNA can target multiple genes and several
microRNAs can target one gene, so the effect on pro-
tein levels of altered binding to one microRNA might
be smaller than predicted.

In conclusion, the high heritability of VT has not
been fully explained yet by currently identified genetic
risk factors. Bioinformatic tools might enable us to in-
corporate biological information into genetic analyses
as well as to perform i silico searches for novel genet-
ic risk factors for VT. Different current i silico resourc-
es produce, unfortunately, different results and further
development of in silico databases and computational
tools is therefore of great importance, especially as the
overwhelming amount of data coming from (whole)
genome scans will preclude easy identification of ge-
netic risk factors for complex diseases.
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