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SINOPSIS 

Stroke is a complex disease that affects the brain and vascular system. This disease 

has a high mortality, being the second cause of death worldwide and the fist cause of 

disability in adults of developed countries. Currently, more than 30 loci have been found 

associated with ischemic stroke risk; however, these genetic risk factors did not explain all 

heritability associated with this disease. Additionally, little is known about the genetics behind 

stroke outcome. Recently, two Genome-Wide Association Studies had reported two new 

candidate genes for ischemic stroke outcome. However, even a large sample size has been 

used in these studies, the results found are fewer that the expected. This could be due to the 

high heterogeneity of ischemic stroke outcome. 

The principal aims of this thesis were, on one hand, to explore whether new stroke 

genetic risk factors can be found in specific homogeneous populations, and, on the other 

hand, to find new genetic risk factors of ischemic stroke outcome by using a new approach 

focus on acute endophenotypes associated with stroke outcome. In order to reach the first 

aim, it has been performed a case-control genome-wide association analysis using a Spanish 

cohort as a discovery and an international cohort as replication, with an additional validation 

in a second independent Spanish cohort. For second aim, it has been studied the clinical 

variables associated with the acute phase outcome of ischemic stroke. The variable 

leukocyte count was selected as an interesting endophenotype to find new genetic risk 

factors associated with stroke outcome. 

As a results of this research, a new locus associated with lacunar stroke risk has been 

described, giving new information about the physiopathology of this disease. Additionally, the 

enzyme codified in the candidate gen MAN2B1 is a potential biomarker for lacunar stroke 

diagnosis. Moreover, it has been described in this thesis the first locus associated with 

leukocyte counts during the acute phase of ischemic stroke that additionally was associated 

with stroke outcome. Thus, the genetic analysis of acute endophenotypes has been 

confirmed as a useful approach to find new genetic risk factors associated with stroke 

outcome. 
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1. Introducción 

1.1. El Ictus 

Definición 

El ictus es una enfermedad cardiovascular de elevada incidencia mundial, siendo 

actualmente la segunda mayor causa de mortalidad. Esta enfermedad afecta a los vasos 

sanguíneos que irrigan el cerebro y ocurre cuando alguno de estos vasos se ocluye o se 

rompe, causando la interrupción del riego sanguíneo en una parte del cerebro. Si esta 

ausencia de riego perdura en el tiempo, provoca la muerte de las células neuronales por la 

falta de oxígeno y de nutrientes. 

La sintomatología del ictus es diversa, comprendiendo desde dificultad en el habla a 

la pérdida de conciencia, pasando por la parálisis de extremidades y la pérdida de visón. 

Asimismo, las guías médicas dictan una sintomatología más concreta para ayudar al 

paciente a determinar si está sufriendo un ictus; estas son: 

- Súbito dolor de cabeza, de gran intensidad y sin causa aparente. 

- Pérdida de la visión, total o parcial o incluso visión doble con sensación de mareo. 

- Dificultad en el habla. 

- Pérdida de fuerza y sensibilidad en un lado del cuerpo, ya se cara, brazos o piernas. 

- Pérdida de equilibrio, inestabilidad o sensación de vértigo y confusión. 

Clasificación 

Se pueden distinguir dos tipos diferentes de ictus dependiendo de la causa de éste. Si 

se produce una obstrucción del vaso sanguíneo se clasifica como ictus isquémico, por lo 

contrario, si el ictus ocurre como consecuencia de la rotura de un vaso sanguíneo se conoce 

como ictus hemorrágico (Figura 1). 

 
Figura 1. Representación gráfica de los principales tipos de ictus. Realizada en 

BioRender1. 
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Ictus isquémico 

El ictus isquémico es el tipo de infarto cerebral más frecuente a nivel mundial, supone 

el 85% de los casos reportados2 y actualmente se puede tratar con trombolíticos y/o 

trombectomía mecánica. Asimismo, ambos tratamientos deben ser aplicados dentro de las 

primeras 24 horas desde el inicio de los síntomas. El suministro de trombolíticos al paciente 

se suele hacer por vía endovenosa, llamándose “tratamiento endovascular”. El trombolítico 

más ampliamente utilizado actualmente es el activador de plasminógeno tisular 

recombinante o rtPA (de sus siglas en inglés ‘recombinant tissue plasminogen activator’). 

Este fármaco deshace el trombo que ocluye el vaso permitiendo recuperar el flujo sanguíneo; 

concretamente, cataliza el paso de plasminogeno a plasmina, la cual hidroliza las cadenas 

de fibrina que forman el coágulo provocando su degradación. Por otra parte, la trombectomía 

mecánica, tal y como su nombre indica, consiste en retirar de manera mecánica el trombo 

que ocluye el vaso. Existen diversos instrumentos médicos que se pueden utilizar con este 

fin, los más utilizados son los ‘stent’ de segunda generación y los catéteres de aspiración3. 

Es posible distinguir diversos subtipos de ictus isquémico. La clasificación etiológica 

más extendida es el ‘Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Tratment’ (TOAST)4, el cual distingue 

cinco subgrupos diferentes de ictus isquémico: 

- Ictus aterotrombótico o LAA (‘large artery aterosclerosis’): presentan una estenosis u 

oclusión, mayor de un 50% en una arteria cerebral principal o en una rama cortical. 

- Ictus cardioembólico o CE (‘cardioembolic stroke’): oclusión de arteria cerebral 

causada por un trombo o coágulo producido o despendido de una cavidad del 

corazón. 

- Ictus lacunar o SVS (‘small vessel stroke’): oclusión de un vaso sanguíneo pequeño 

que provoca un infarto cerebral menor. 

- Ictus indeterminado o criptogenético: presentan más de una causa de ictus, o el 

estudio completo del paciente no ha desvelado ninguna causa, o el estudio ha sido 

incompleto. 

- Otro: el ictus se da debido a una causa infrecuente, como vasculopatías, 

enfermedades hematológicas, etc. 

Dependiendo la etiología del ictus isquémico es posible recetar al paciente fármacos 

antiplaquetarios y/o anticoagulantes como estrategia de prevención secundaria. Ambos 

fármacos evitan la formación de futuros trombos, pero utilizan estrategias moleculares 

diferentes. Los antiplaquetarios evitan la señalización molecular de agregación plaquetaria, 

y se recetan a pacientes con ictus isquémico de etiología no cardioembólica. Por otra parte, 

los anticoagulantes ralentizan la formación de coágulos sanguíneos. Concretamente afectan 

a la síntesis de fibrina, la cual es la proteína principal en los coágulos y es esencial para su 
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formación. Estos últimos se administran a pacientes de ictus isquémico de etiología 

cardioembólica. 

Ictus hemorrágico 

El ictus hemorrágico se da por la rotura de un vaso cerebral (normalmente una 

pequeña arteria) causando la formación de un hematoma en el tejido cerebral pudiéndose 

extender a zonas más profundas del cerebro. La masa de sangre coagulada provoca la 

interrupción física del tejido cerebral y presión sobre el tejido circundante. Una vez se detiene 

la hemorragia, la sangre se desintegra lentamente y se absorbe durante un período que 

puede durar de semanas a meses. Actualmente no existe un tratamiento específico para 

este tipo de ictus por lo que suelen presentar una elevada mortalidad; sin embargo, el ictus 

hemorrágico es menos frecuente, llegando a ser el 15% del total de casos de ictus2.  

Es posible distinguir dos grandes subtipos de ictus hemorrágico dependiendo el lugar 

donde se produce la hemorragia:  

- Intracraneal: es el tipo más común de ictus hemorrágico. Se produce por la rotura de 

un vaso en el interior del cerebro. Las causas más comunes de este tipo de ictus es 

la hipertensión y la edad avanzada, pero también puede ser ocasionado como 

consecuencia de la enfermedad genética “Malformación arteriovenosa” (AVM, del 

inglés ‘arteriovenous malformation’). Se sub-clasifica en hemorragia intracraneal 

lobar y hemorragia intracraneal profunda. 

- Subaracnoidea: la hemorragia se produce en el territorio entre el cerebro y el tejido 

colindante (el espacio subaracnoideo). Normalmente se produce por la rotura de la 

pared del vaso debido a un ensanchamiento de la misma, comúnmente llamado 

aneurisma. 

Como tratamiento preventivo secundario para el ictus hemorrágico únicamente existe 

la posibilidad de retirar los fármacos antiplaquetarios o anticoagulantes, en el caso de que 

el paciente los estuviese tomando con anterioridad. Asimismo, para algunos 

anticoagulantes, como pueden ser los anti-trombina (dabigatrán) y los anti-Factor X de 

coagulación (rivaroxaban, apixaban, y edoxaban), existe también la posibilidad de 

administrar al paciente un antídoto para contrarrestar de manera inmediata el efecto de 

estos anticoagulantes. 

Epidemiología 

Actualmente el ictus tiene una gran incidencia mundial5, llegando a los 15 millones de 

casos anuales. Asimismo, es la segunda causa de mortalidad a nivel mundial (con 5,5 

millones de muertes anuales) y la primera causa de discapacidad en adultos en los países 

desarrollados. 
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Concretamente en España, las enfermedades del sistema circulatorio fueron la mayor 

causa de muerte en 2017, con 122.466 defunciones (28,8% del total). Asimismo, dentro de 

este grupo, las enfermedades cerebrovasculares fueron la segunda mayor causa de muerte, 

con un total de 26.937 defunciones6. En el caso del ictus, esta enfermedad presenta una 

elevada incidencia en la población española, con 276.200 casos reportados en los últimos 

12 meses6. Asimismo, según datos del Instituto Nacional de Estadística6, en 2017 se 

produjeron 7.643 defunciones debidas a infarto cerebral (ictus isquémico), 1.190 debidas a 

hemorragia intraencefálica no traumática (ictus hemorrágico intracraneal) y 1.153 debidas 

a hemorragia subaracnoidea (ictus hemorrágico subaracnoideo). Así pues, el ictus es la 

tercera causa principal de muerte en territorio español7 y se encuentra entre las 10 primeras 

causas de discapacidad y mortalidad7. 

La elevada incidencia del ictus, tanto a nivel nacional como mundial, justifica la 

necesidad de investigar las causas y los factores de riesgo de esta enfermedad, así como 

los posibles factores implicados en el pronóstico del paciente. 

Factores de riesgo 

En la actualidad hay descritos diversos factores de riesgo clínicos para el ictus, tanto 

isquémico como hemorrágico, comunes con otras enfermedades cardiovasculares8,9. Estos 

factores se pueden clasificar en modificables y no modificables (Tabla 1). De entre los 

factores no modificables destacan la edad (a mayor edad mayor riesgo) y el sexo (el ictus es 

más frecuente en hombres, pero con mayor mortalidad en mujeres). Respecto a los factores 

de riesgo modificables, el más común es la hipertensión, así como la diabetes, la fibrilación 

auricular, y el tabaquismo5,9.  

Estos factores de riesgo se han utilizado para crear escalas de riesgo cardiovascular, 

comúnmente llamados escalas o ‘scores’ de predicción de riesgo. Estos ‘scores’ se utilizan 

actualmente en la clínica como una herramienta de apoyo para discernir entre pacientes que 

necesitan un seguimiento más constante de los que no. Uno de los ‘scores’ más conocido y 

ampliamente utilizado en clínica es el “Framingham Risk Score”10. Este ‘score’ está 

estratificado por sexo, existiendo un ‘score’ para hombres y otro para mujeres, e incluye 

varios de los factores de riesgo clínicos. En concreto, las variables incluidas son edad, 

colesterol total, colesterol HDL (de las siglas en inglés ‘High Density Lipoproteins’), presión 

sanguínea sistólica, diabetes, y tabaquismo. El “Framingham Risk score” puede calcular la 

probabilidad de que un paciente tenga un evento cardiovascular en los próximos 10 años. 

En el caso de España, el ‘score’ de riesgo más utilizado es el “REGICOR”11, el cual es una 

adaptación del “Framingham Risk score” calibrado para población catalana. No obstante, 

estos ‘scores’ están diseñados para enfermedades cardiovasculares por lo que no son 

específicos para ictus. 
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Tabla 1. Factores de riesgo descritos para enfermedades cerebrovasculares. 

Factores de Riesgo no 

modificables 

Factores de riesgo modificables 

Bien documentados Menos documentados 

- Edad 

- Bajo peso al nacer 

- Etnia/raza 

- Factores 

genéticos 

- Inactividad física 

- Dislipemia 

- Dieta y nutrición 

- Hipertensión 

- Obesidad y distribución de 

la grasa corporal  

- Diabetes mellitus 

- Tabaquismo 

- Fibrilación auricular 

- Otras cardiopatías 

- Estenosis asintomática de 

la arteria carótida 

- Anemia falciforme 

- Migraña 

- Síndrome metabólico 

- Consumo de alcohol 

- Abuso de drogas 

- Apnea del sueño 

- Hiperhomocisteinemia 

- Lipoproteína(a) elevada 

- Hípercoagulabilidad 

- Inflamación e infecciones 

Tabla basada en los factores descritos en Meschia et al. (2014)8. 

Progresión del ictus isquémico 

El ictus isquémico es una enfermedad de aparición súbita en la cual se pueden 

distinguir diferentes fases durante su progresión. Estas fases se dividen según el tiempo 

trascurrido desde que se produce la obstrucción del vaso en: “fase aguda”, “fase sub-

aguda”, y “fase tardía”. 

Fase aguda 

La fase transcurrida durante las primeras 24-48h desde la aparición de los primeros 

síntomas del ictus se define como “fase aguda”. Es durante esta fase cuando se puede 

intervenir para tratar el ictus y prevenir un daño neurológico mayor. El daño neurológico se 

puede medir mediante diferentes escalas neurológicas, la más ampliamente utilizada es la 

escala NIHSS (de sus siglas en inglés ‘National Institute of Helath Stroke Scale’)12,13. Esta 

escala evalúa diferentes aspectos neurológicos del paciente y puntúa cada uno de ellos 

creando un ‘score’ que determina la gravedad del daño neurológico (Tabla 2). La puntuación 

de esta escala varía desde 0 a 42, siendo 0 un estado neurológico bueno y 42 el más grave. 

Cuando se observa un incremento de 4 puntos en la escala NIHSS, se considera que el 

paciente tiene un deterioro neurológico sintomático. 
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Tabla 2. Parámetros evaluados en la escala de ictus NIHSS. 

Parámetro neurológico a evaluar Rango de Puntuación 

1a. Nivel de conciencia 0 – 3 

1b. Preguntas de nivel de conciencia 0 – 2 

1c. Comandos de nivel de conciencia 0 – 2 

2. Movilidad Ocular 0 – 2 

3. Visual 0 – 3 

4. Parálisis facial 0 – 3 

5. Motricidad Brazos (5a. Izquierdo; 5b. Derecho) 0 – 4 (UN, por amputación) 

6. Motricidad Piernas (6a. Izquierda; 6b. Derecha) 0 – 4 (UN, por amputación) 

7. Ataxia de extremidades 0 – 2 (UN, por amputación) 

8. Sensorial 0 – 2 

9. Lenguaje (afasia) 0 – 3 

10. Disartria 0 – 2 (UN, por intubación) 

11. Extinción y falta de atención (antes de negligencia) 0 – 2 

UN = no evaluable. 

Fase sub-aguda 

Tras la fase aguda prosigue la “fase sub-aguda”. En esta etapa se puede observar el 

estado neurológico del paciente y determinar si el tratamiento ha sido exitoso, suele 

comprender a partir de 24 horas hasta 10 días después de sufrir el ictus. Cabe destacar que 

este periodo de tiempo no está estandarizado, por lo que la definición de fase sub-aguda es 

relativa. En la fase sub-aguda también se pueden evaluar y tratar complicaciones médicas 

asociadas al ictus como pueden ser la trasformación hemorrágica, el edema, y/o las 

infecciones, entre otras. 

Fase tardía 

La última etapa tras el ictus es la que se define como “fase tardía”, en la cual se 

estudia la recuperación final del paciente normalmente en una visita de control, a los 3 

meses o al año. En esta etapa se evalúa tanto el estado neurológico como el estado funcional 

del paciente. Para medir el estado funcional existen diferentes escalas, las más 

ampliamente utilizada es la Escala de Rankin modificada (mRS; de sus siglas en inglés 

‘modified Rankin Scale’)14. La mRS puntúa el estado del paciente de 0 a 6, siendo el estado 

peor cuanto mayor es la puntuación (Tabla 3).  

Asimismo, esta escala también suele utilizarse para dicotomizar los pacientes entre 

dependientes e independiente. Normalmente, en investigación se utilizan los valores de mRS 
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entre 0 y 2 como independientes y entre 3 y 6 para dependientes. Asimismo, esta definición 

es relativa, en algunos casos se utilizan únicamente los valores más extremos e incluso se 

pueden excluir los individuos con valor de mRS igual a 6, puesto que este valor indica 

mortalidad. 

Tabla 3. Descripción de los niveles de la escala de Rankin modificada (mRS). 

Puntuación Estado funcional 

0 Sin síntomas 

1 
Sin incapacidad importante: Capaz de realizar sus actividades y 

obligaciones habituales. 

2 
Incapacidad leve: Incapaz de realizar algunas de sus actividades previas, 

pero capaz de velar por sus intereses y asuntos sin ayuda. 

3 
Incapacidad moderada: Síntomas que restringen significativamente su 

estilo de vida o impiden su subsistencia autónoma. 

4 
Incapacidad moderadamente severa: Síntomas que impiden claramente su 

subsistencia independiente aunque sin necesidad de atención continua. 

5 
Incapacidad severa: Totalmente dependiente, necesitando asistencia 

constante día y noche. 

6 Muerte 

 

Factores asociados al Pronóstico 

Existe un gran interés por definir los factores que determinan el pronóstico del ictus, 

ya que estos pueden ser de gran utilidad para mejorar el estado clínico de los pacientes, 

tanto a nivel funcional como neurológico. 

 Actualmente, igual que en el caso del riesgo de ictus, se han descrito diversos factores 

clínicos asociados con el estado final del paciente15. De entre estos destacan: la edad, el 

sexo, la severidad del ictus, la etiología del ictus, la presencia de factores de riesgo 

cardiovasculares (fibrilación auricular, enfermedad coronaria, insuficiencia cardíaca, 

diabetes mellitus, infarto de miocardio previo, tabaquismo), tener alguna comorbilidad 

(cáncer, demencia, disfunción renal), tener discapacidad previa al ictus y los niveles de 

glucosa en la admisión a urgencias15. 

Biomarcadores en el ictus isquémico 

Un biomarcador es una indicación objetiva del estado médico del paciente que puede 

medirse de manera precisa y con reproducibilidad16. Algunos de los factores asociados al 

pronóstico pueden ser utilizados como biomarcadores para inferir el estado final del paciente 

tras padecer un ictus. La severidad inicial del ictus, medida con la escala NIHSS en el 
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momento de la admisión a urgencias, es uno de los factores más claramente relacionados 

con el pronóstico debido a la gran cantidad de estudios que soportan esta asociación17–22. 

Por ello, la severidad inicial del ictus es posible categorizarla como un biomarcador útil y 

suele ser incluida en los ‘scores’ de predicción. 

Sin embargo, de cara a determinar las bases genéticas y moleculares que dirigen el 

pronóstico del paciente, los biomarcadores puede tener una capacidad limitada debido a 

que no siempre son causales. No obstante, los biomarcadores clasificados como 

endofenotipos sí poseen esta característica. Un endofenotipo es un fenotipo que puede ser 

descrito dentro de otro fenotipo mayor y que posee un componente genético heredable, el 

cual proporciona causalidad al endofenotipo.  

En el caso del ictus (fenotipo mayor), algunos factores que pueden ser clasificados 

como endofenotipos son la presión sangínea23, el número de células inmunes24, los niveles 

de glucosa en sangre25, o la concentración de hemoglobina26, entre otros. Diversos estudios 

han podido relacionar algunos de estos endofenotipos con el estado final del paciente 

después de padecer un ictus27–29. 

Células del sistema inmunitario 

De cara a modificar endofenotipos asociados al pronóstico para mejorar el estado final 

del paciente, uno de los endofenotipos más interesantes es el número de células inmunes, 

así como el porcentaje de cada tipo celular. En la literatura está descrito que durante la fase 

aguda del ictus hay una respuesta inflamatoria muy elevada por parte del sistema 

inmunitario30 (Figura 2). Además, a nivel fisiológico se ha demostrado que los neutrófilos son 

las primeras células del sistema inmune que llegan al lugar del daño cerebral, promoviendo 

el reclutamiento de más células del sistema inmunitario y desencadenando la respuesta 

inflamatoria31 (Figura 3). 

Por todo ello se cree que las células del sistema inmune pueden jugar un papel 

importante en el pronóstico del ictus. Existen varios estudios que soportan esta idea. Un 

estudio a destacar es el de Nardi et al.32, en el cual se describe la asociación del número de 

células inmunológicas (leucocitos) con el estado neurológico del paciente a las 72h post-

ictus, es decir tras la fase aguda, y con el estado funcional del paciente a los 3 meses. De 

igual manera, en un estudio posteriro33, se reportó la asociación de los niveles de neutrófilos 

antes del tratamiento trombolítico con el pronóstico del paciente a los 3 meses, hallando 

una asociación inversa: a mayor número de neutrófilos peor pronóstico. 
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Figura 2. Representación gráfica de la respuesta inflamatoria en ratón tras sufrir una 
isquemia cerebral. El eje horizontal representa el tiempo tras la isquemia, y el eje vertical el 
número de células inmunes, así como los genes expresados. Figura extraída de Anrather et 
al. (2016)30. 

 

 
Figura 3. Esquematización de la señalización molecular que promueve el reclutamiento de 

neutrófilos en el ictus isquémico. Figura extraída de Strecker et al. (2016)31. 
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1.2. Genética 

Introducción 

La genética es la ciencia que estudia la herencia biológica y la variabilidad entre 

organismos. Pese que la herencia biológica se ha estudiado incluso en la época clásica, se 

considera que la genética moderna se inició en el siglo XIX con el trabajo de Gregor Mendel, 

el cual estableció las bases de la herencia genética. 

Posteriormente, el descubrimiento del ADN, de los genes y de los cromosomas 

permitió el avance de la genética molecular, siendo en el siglo XX cuando se realizaron los 

mayores avances. Entre estos destacan: el descubrimiento del código genético y el 

establecimiento de las bases de la regulación de la expresión génica. Asimismo, durante las 

últimas décadas del siglo XX se iniciaron los proyectos de secuenciación genética a gran 

escala, como la secuenciación de genomas completos, los cuales son esenciales para 

realizar estudios de genética molecular en la actualidad. 

Proyectos genómicos humanos 

De entre el gran número de proyectos de secuenciación realizados en las últimas 

décadas, existen tres grandes proyectos que han revolucionado el campo de la genómica 

humana: el Proyecto Genoma Humano, el Proyecto HapMap, y el Proyecto 1000 Genomas. 

Proyecto Genoma Humano 

El Proyecto Genoma Humano34,35 se inició oficialmente en el año 1990 con el objetivo 

de obtener la secuenciación completa del genoma humano, para poder describir y estudiar 

el funcionamiento de todos los genes del Homo sapiens. El proyecto se finalizó en el año 

2003, estimando el total de genes del ser humano entre 20.000 y 25.000 genes. Pese que 

actualmente diversos de estos genes aún no están descritos a nivel funcional, gracias a los 

resultados obtenidos en el Proyecto Genoma Humano, ha sido posible describir nuevos 

elementos moduladores de la expresión génica como micro-ARNs o islas CpGs, entre otros. 

Asimismo, en este proyecto también se recalcó la presencia de los cambios genéticos 

o polimorfismos. Gracias a la secuenciación del proyecto Genoma Humano se observó que 

existían gran cantidad de pequeños cambios en la secuencia genética a lo largo del genoma 

al comparar diferentes individuos de la población humana. 

Proyecto HapMap 

El Proyecto HapMap tenía como objetivo determinar los cambios genéticos presentes 

en la población que eran heredados conjuntamente (haplotipo), con el fin de crear un mapa 

de referencia de los mismos. Por definición, un haplotipo únicamente está formado por 

polimorfismos de nucleótido único o SNP (de sus siglas en inglés ‘Single Nucleotide 

Polymorphism’). Como su propio nombre indica, un SNP es un cambio único de nucleótido 
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por otra de las bases nucleotídicas del ADN (adenina, timina, guanina o citosina) en una 

posición concreta del genoma (Figura 4). La segregación entre SNPs se puede calcular 

mediante el desequilibrio de ligamiento (LD, del inglés ‘linkage disequilibrium’). El 

desequilibrio de ligamiento se define como la diferencia entre la frecuencia observada de 

una combinación particular de alelos en dos SNPs y la frecuencia esperada para la 

asociación aleatoria. Así pues, esta escala de asociación va desde 1 a 0, siendo 1 totalmente 

asociados y 0 totalmente independientes. Gracias a esta posición única en el genoma es 

posible crear un mapa con su localización, y al conocer que SNPs están en LD es posible 

determinar un ‘tag-SNP’ que represente la distribución alélica del haplotipo al completo 

(Figura 4). 

Los resultados del proyecto HapMap permitieron, junto con los arrays de genotipado 

de polimorfismos, inferir los polimorfismos no genotipados para generar los primeros 

resultados de estudios de genoma completo36,37. 

 
Figura 4. Esquematización gráfica de SNP y haplotipo. LD = desequilibrio de 

ligamiento (del inglés, ‘linkage disequilibrium’). 

Proyecto 1000 Genomas 

El “Proyecto 1000 Genomas”38 tenía como objetivo encontrar el mayor número posible 

de cambios genéticos presentes entre la población con una frecuencia de al menos un 1%. 

Para ello, se secuenciaron un total de 1000 genomas de diferentes personas y poblaciones 

con tal de tener una distribución alélica representativa de la población humana mundial. Los 

resultados de este proyecto, iniciado el 2008 y finalizado en 2015, se utilizaron para 

establecer un genoma de referencia para el ser humano, pudiéndose apreciar diferencias 

en la distribución alélica de diversos polimorfismos al compararlas entre las poblaciones 

participantes. 

Actualmente se utilizan los resultados del proyecto 1000 Genomas como referencia 

en los estudios de genoma completo para estimar o imputar los polimorfismos no 

genotipados. 
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Bases de la genética molecular moderna 

La genética molecular humana actual se basa principalmente en los ‘cambios 

genéticos’ o ‘polimorfos’ presentes a lo largo de toda la secuencia genómica. Existen 

diferentes tipos de cambios genéticos, sin embargo, los SNPs representan el 90% de los 

cambios genéticos y, por ello, son los más frecuentes y ampliamente estudiados. Se pueden 

distinguir diferentes tipos de SNPs según su localización en el genoma, sub-clasificados a su 

vez según la implicación biológica que pueden llegar a tener. 

SNPs codificantes 

Un SNP codificante (o ‘coding’ SNP) es aquel polimorfismo de cambio único que se 

localiza en la región codificante de un gen, en los exones. Así pues, los SNPs exónicos 

suponen una alteración en el codón del gen y dependiendo del código genético (Figura 5) 

puede suponer un cambio en la estructura de la proteína o no. Se pueden distinguir tres 

tipos diferentes de SNPs codificantes: 

- Cambios sinónimos: el cambio de nucleótido no supone ningún cambió en el 

aminoácido codificado en la proteína. 

- Cambios no-sinónimos de cambio de sentido o ‘missense’: el cambio de nucleótido 

supone un cambio en el aminoácido codificado en la proteína. 

- Cambios no-sinónimos de parada o ‘nonsense’: el cambio de nucleótido cambia el 

codón codificante de aminoácido por un codón de parada de la traducción. 

 
Figura 5. Representación del código genético que determina la traducción de ADN a 
aminoácidos. Ala = alanina; Arg = arginina; Asn = asparraguina; Asp = ácido aspártico; Cys = 
Cisteína; Gln = glutamina; Glu = ácido glutámico; Gly = glicina; His = histidina; Ile = isoleucina; 
Leu = leucina; Lys = lisina; Met = metionina; Phe = fenilalanina; Pro = prolina; Ser = serina; 
Thr = treonina; Trp = triptófano; Tyr = tirosina; Val = valina; STOP = codón de finalización. 
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SNPs no codificantes 

Cuando el SNP está localizado en una región genética no codificante para proteína 

(intrones, regiones 5’-UTR o 3’-UTR, pormotores, etc.) se conoce como SNP no-codificante 

(‘non-coding’ SNP). Los SNPs no-codificantes, pese a no tener una implicación directa en la 

codificación del gen, pueden tener implicaciones a nivel de transcripción de genes, llegando 

incluso a afectar a los niveles de proteína de los mismos, al afectar otras estructuras 

genéticas como son promotores, separadores, regiones de unión a factores de trascripción, 

etc. Por ejemplo, un SNP intrónico puede tener implicaciones a nivel estructural de la 

proteína, mediante la creación de isoformas de la misma como resultado de cambiar el 

patrón de procesamiento o ‘splicing’39. Asimismo, también es posible que los SNPs no-

codificantes no supongan ningún cambio a nivel biológico. 

Genotipado de polimorfismos 

El genotipado de los SNPs se puede hacer mediante diversos métodos bioquímicos 

incluidos en las técnicas de secuenciación de nueva generación (NGS, del inglés ‘new 

generation sequencing’). Estos métodos se basan en la hibridación de sondas marcadas, 

normalmente mediante fluorescencia, con el ADN genómico del individuo a genotipar. 

Midiendo el marcaje de cada sonda se puede determinar la carga alélica de cada SNP en el 

individuo. 

En la actualidad, existen ‘arrays’ o chips comerciales con los que se pueden identificar 

desde cientos de miles a millones de SNPs. Los SNPs incluidos en estos chips suelen ser 

‘tagSNPs’, los cuales representan la distribución alélica de un haplotipo (Figura 4). Utilizando 

un único tagSNP por haplotipo es posible obtener una representación de la variabilidad 

genética del genoma al completo sin tener que incluir en el chip los millones de SNPs 

descritos en la totalidad del genoma humano. Esta técnica de genotipado es de gran utilidad 

para los estudios genómicos de asociación. 

Tipos de estudios genéticos 

El objetivo principal de todo estudio genético es describir la influencia de la genética, 

si es posible a nivel funcional, sobre el fenotipo de interés estudiado. Así pues, una de las 

aplicaciones que tienen los estudios genéticos es determinar los mecanismos moleculares 

causantes de enfermedades humanas, excluyendo aquellas que no tienen características 

heredables.  

Se pueden distinguir dos tipos de enfermedades con base genética: las enfermedades 

monogénicas y las enfermedades poligénicas, también llamadas enfermedades complejas. 

Una enfermedad monogénica es aquella causada por la presencia de una o varias 

mutaciones en un único gen. Normalmente estas enfermedades suelen tener una frecuencia 
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baja en la población (menor al 5%) por lo que se clasifican como enfermedades raras o 

infrecuentes. Por otra parte, las enfermedades complejas tienen una causa multifactorial, 

es decir, es la suma de más de un factor lo que finalmente acaba causando la enfermedad. 

Se pueden distinguir diferentes tipos de factores de riesgo: factores clínicos y demográficos, 

factores ambientales y factores genéticos. Cada uno de estos factores aporta una pequeña 

parte del riesgo a padecer la enfermedad y suelen implicar diversos genes. Entre las 

enfermedades complejas se encuentran varias de las complicaciones médicas más 

frecuentes en los países desarrollados, como son la diabetes tipo II, las enfermedades 

cardiovasculares, o la obesidad. 

Los estudios genéticos se pueden dividir en dos grades categorías: los estudios de gen 

candidato, y los estudios de genoma completo. 

Estudios de gen candidato 

Los estudios de gen candidato se basan en seleccionar uno o varios genes 

interesantes en relación al fenotipo estudiado, normalmente en base a literatura previa, y 

estudiarlos mediante técnicas de genética molecular (PCR, hibridación in situ, etc.) y/o 

ingeniería genética (knock-out, knock-in, etc.). Normalmente, en estos estudios se 

seleccionan uno o varios SNPs pertenecientes al gen de interés y se analizan las diferencias 

en la frecuencia alélica entre casos y controles. Asimismo, también se pueden realizar 

análisis funcionales adicionales en modelos animales o cultivos celulares para validar la 

asociación encontrada entre gen y fenotipo, aunque éstos pueden presentar dificultades en 

su translacionalidad a seres humanos, debido a las diferencias genéticas entre especies o a 

la falta de cambios sistémicos, respectivamente. 

No obstante, pese a que estos estudios pueden aportar mucha información de la 

funcionalidad e implicación del gen en la enfermedad de interés, tienen la limitación de 

depender del conocimiento previo existente. Asimismo, antes de que se extendieran las 

nuevas técnicas de secuenciación y se iniciaran los grandes proyectos de genoma humano, 

únicamente se podían realizar estudios de gen candidato, los cuales resultaron poco 

eficientes de cara a estudiar las enfermedades complejas e imposibles de aplicar en 

enfermedades monogénicas si no se conocía el gen responsable. 

Estudios de genoma completo 

Este tipo de estudio, a diferencia de los estudios de gen candidato, no priorizan ningún 

gen en concreto y analizan el genoma en su totalidad. De entre este tipo de estudios, los 

más utilizados en genética humana son los estudios de asociación de genoma completo, 

también conocidos como GWAS (de sus siglas en inglés ‘Genome-Wide Association Study’).  
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Los estudios GWAS se basan en analizar miles de SNPs representativos de todo el 

genoma para buscar polimorfismos asociados al fenotipo de interés. En este tipo de estudios 

es posible analizar hasta 15 millones de SNPs a partir de los SNPs genotipados en un chip 

comercial gracias a los métodos informáticos de imputación. Sin embargo, es necesario 

realizar diversos controles de calidad bioinformáticos40,41 para evitar los falsos positivos en 

el análisis de asociación, por lo que también requieren personal especializado. Entre esto 

controles de calidad se incluyen: 

- Calidad de genotipado: se excluyen aquellos SNPs que no están genotipados en un 

10% o más de la población de estudio. Para garantizar un número mínimo de 

pacientes incluidos en el análisis de asociación posterior. 

- Calidad de imputación: se excluyen aquellos SNPs que la probabilidad de que la 

imputación sea correcta es inferior a un 30%, esto se traduce en un valor de r2 menor 

a 0.3. 

- Frecuencia de los polimorfismos: se excluyen aquellos polimorfismos que tiene una 

frecuencia inferior al 1% en la población de estudio. Estos polimorfismos se 

categorizan como variantes raras o infrecuentes y se analizan con algoritmos 

diferentes a los de las variables comunes. 

- Sexo discordante: se excluyen los individuos que presentan una discordancia de sexo 

al comparar los datos fenotípicos descritos en la base de datos con los observados 

al genotipar los cromosomas sexuales. Esto es indicativo de una incorrecta 

genotipación o de un error en la anotación de los datos o en el procesamiento de las 

muestras. 

- Calidad de genotipado por individuo: se excluyen aquellos individuos que presentan 

más de un 10% de los SNPs no genotipados. En este caso se considera que el 

proceso de genotipación no se ha realizado correctamente y los datos no son fiables. 

- Distribución étnica: se realizan análisis informáticos para determinar la distribución 

étnica de la población de estudio, si está no es uniforme se seleccionan únicamente 

los individuos agrupados en la etnia de interés a estudiar. 

Los resultados de los estudios de GWAS se suelen representa gráficamente en los 

llamados “Manhattan plot” (Figura 6). En estos gráficos los SNPs se representan como 

puntos donde su valor en el eje horizontal es la posición en el cromosoma y el valor en el eje 

vertical es el valor de asociación de cada SNP con el fenotipo, representado por el valor 

estadístico “p” en una escala logarítmica invertida (cuanta más asociación menor valor de p 

y mayor valor en el eje Y). 
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Figura 6. Gráfico “Manhattan”. Realizado en el programa informático R con el repositorio de 
datos “gwasResutls”. La línea roja representa el umbral de significancia de los estudios 
GWAS (p < 5x10-8), y la línea azul representa el umbral sugestivo (p < 1x10-5). 

De cara a desvelar los factores genéticos que influyen en las enfermedades complejas, 

los estudios GWAS presentan diversas ventajas. Por una parte, no hay problemas de 

translacionalidad puesto que la observación se realiza directamente en población humana. 

También presentan la ventaja de ser estudios no sesgados, ya que se analiza al completo el 

genoma. Finalmente, al ser la genética una variable no modificable y obtener los resultados 

de ensayos no sesgados, en los GWAS se reduce la posibilidad de obtener falsos positivos, 

aumentando la reproducibilidad de este tipo de estudios. 

No obstante, debido a la gran variabilidad genética entre poblaciones y al gran número 

de polimorfismos estudiados, los estudios GWAS suelen presentar la desventaja de necesitar 

un gran número de participantes para obtener resultados estadísticamente significativos; 

además de requerir personal cualificado para el manejo de los datos. 

  



  Introducción 

19 

1.3. La genética en el ictus 
El ictus es una enfermedad compleja en la cual intervienen diversos factores en su 

patología, tanto ambientales como genéticos. Asimismo, esta enfermedad posee cierto 

grado de heredabilidad. En el estudio realizado por Bevan et al. (2012)42 se estimó que la 

heredabilidad del ictus era de entre un 16% y un 40%. Debido a ello, durante los últimos 

años se han realizado diversos estudios genéticos masivos con el objetivo de determinar los 

factores genéticos responsables tanto del riesgo de ictus como del pronóstico del mismo. 

Factores de riesgo genéticos en el ictus 

En los últimos años se han realizado varios estudios genéticos masivos 

internacionales, los cuales han dado como resultado más de 30 loci relacionados con el 

riesgo de ictus. De entre estos, los más importantes a destacar son los estudios SiGN43, 

METASTROKE44, MEGASTROKE45 y MEGASTROKE-UKBiobank46. 

METASTROKE 

En marzo de 2012 se publicó el estudio “METASTROKE”. Este estudio se caracterizó 

por la realización de un meta-análisis de 12 GWAS a modo de cohorte de descubrimiento, 

con lo que se incluían 10.307 casos de ictus y 19.326 controles, y posteriormente realizar 

una replicación de los resultados en dos cohortes externas, una de etnia caucásica (con 

13.435 casos y 29.269 controles) y otra de etnia sur-asiática (con 2.385 casos y 5.193 

controles). 

En este estudio se describieron cuatro loci significativos: ABO (para ictus, tanto 

hemorrágico como isquémico), HDAC9 (para ictus isquémico aterotrombótico), PITX2 y 

ZFHX3 (para ictus isquémico cardioembólico). Asimismo, este estudio también se reportó 

que en estos loci había gran cantidad de SNPs poco frecuentes (frecuencia menor al 5%) los 

cuales podían justificar la baja heredabilidad de algunos subtipos de ictus. Así pues, el 

estudio METASTROKE puso de manifiesto la necesidad de utilizar grandes cohortes para 

encontrar los loci asociados al ictus. 

SiGN 

El estudio SiGN, fue realizado por el “National Institute of Neurological Disorders 

Stroke Genetics Network” (NINDS-SiGN) en febrero de 2016. En este proyecto, separado en 

dos fases, participaron: 16.851 pacientes y 32.473 controles en la primera etapa y, 20.941 

casos y 364.736 controles en la segunda etapa. 

Gracias a este estudio se identificó un nuevo locus de riesgo para el ictus 

aterotombótico (el locus 1p13.2, próximo a TSPAN2) y se confirmó la asociación genética de 

cuatro loci previamente descritos (PITX2 y ZFHX3, para ictus cardioembólico; HDAC9 para 

ictus aterotrobótico; y ALDH2, para ictus lacunar). 
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MEGASTROKE 

Uno de los estudios más extensos realizados hasta la fecha es el estudio 

“MEGASTROKE” realizado por Malik et al. (2018)45. En este estudio se incluyeron 521.612 

participantes (67.162 casos y 454.450 controles), provenientes de diferentes etnias 

(caucásicos, latinos, africanos, y asiáticos) con el objetivo de tener una representación de 

varias etnias no caucásicas. 

Este estudio realizó un análisis por separado de cada una de las etnias para 

posteriormente realizar un estudio multiétnico, tanto para el riesgo de ictus en general como 

para el riesgo de cada uno de los subtipos de ictus. Mediante esta estrategia, se encontraron 

un total de 32 loci asociados al riesgo de esta enfermedad, de los cuales 22 eran nuevas 

asociaciones genéticas (Tabla 4). 

MEGASTROKE-UKBiobank 

El último estudio a gran escala realizado es el estudio surgido de la colaboración entre 

el consorcio MEGASTROKE y el UK Biobank, publicado en julio de 2018. En este estudio se 

incluyeron un total de 823.869 controles (775.530 europeos) y 72.147 casos de ictus 

(45.570 europeos), de los cuales 63.969 eran ictus isquémicos (37.845 europeos). 

Puesto que los individuos del UK Biobank eran europeos, se realizó primero un análisis 

incluyendo únicamente esta población (tanto de UK Biobank como de MEGASTROKE) y 

posteriormente se realizó un análisis multiétnico utilizando las diferentes cohortes incluidas 

en el MEGASTROKE. Gracias a esta estrategia se encontraron tres nuevos loci asociados al 

riesgo de ictus (hemorrágico e isquémico): rs1799983, localizado en el gen NOS3; 

rs9521634, localizado en el gen COL4A1; y rs720470, cercano al gen DYRK1A.  

Asimismo, pese a todos los estudios realizados hasta la fecha, la heredabilidad 

explicada por los factores genéticos encontrados es menor a la esperada, indicando que aún 

pueden existir más factores genéticos no descritos. La dificultad para encontrar todos estos 

factores de riesgo puede ser debida a las diferencias genéticas entre poblaciones. 
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Tabla 4. Resumen de los loci asociados con el ictus encontrados en el estudio MEGASTROKE. 

SNP 
Locus 

genómico Gen más próximo 
Localización 

relativa al gen 
Fenotipo 
asociado 

rs880315 1p36 CASZ1 Intrónico Ictus (todos) 
rs12037987 1p13 WNT2B Intrónico Ictus (todos) 
rs146390073 1q43 RGS7 Intrónico Cardioembólico 
rs12476527 2p23 KCNK3 5′-UTR Ictus (todos) 
rs7610618 3q25 TM4SF4–TM4SF1 Intergénico Aterotrombótico 
rs34311906 4q25 ANK2 Intergénico Ictus isquémico 
rs17612742 4q31 EDNRA Intrónico Aterotrombótico 
rs6825454 4q31 FGA Intergénico Ictus isquémico 
rs11957829 5q23 LOC100505841 Intrónico Ictus isquémico 
rs6891174 5q35 NKX2-5 Intergénico Cardioembólico 
rs16896398 6p21 SLC22A7–ZNF318 Intergénico Ictus (todos) 
rs42039 7q21 CDK6 3′-UTR Ictus isquémico 
rs7859727 9p21 Chr9p21 ncRNA intrónico Ictus (todos) 
rs10820405 9q31 LINC01492 ncRNA intrónico Aterotrombótico 
rs2295786 10q24 SH3PXD2A Intergénico Icuts (todos) 
rs7304841 12p12 PDE3A Intrónico Ictus isquémico 
rs35436 12q24 TBX3 Intergénico Ictus (todos) 
rs9526212 13q14 LRCH1 Intrónico Ictus (todos) 
rs4932370 15q26 FURIN–FES Intergénico Ictus isquémico 
rs11867415 17p13 PRPF8 Intrónico Ictus isquémico 
rs2229383 19p13 ILF3–SLC44A2 Exónico sinónimo Ictus isquémico 
rs8103309 19p13 SMARCA4–LDLR Intergénico Ictus (todos) 
rs12124533 1p13 TSPAN2 Intergénico Aterotrombótico 

rs1052053 1q22 PMF1–SEMA4A 
Exónico no 
sinónimo Ictus (todos) 

rs13143308 4q25 PITX2 Intergénico Cardioembólico 
rs4959130 6p25 FOXF2 Intergénico Ictus (todos) 
rs2107595 7p21 HDAC9–TWIST1 Intergénico Aterotrombótico 
rs635634 9q34 ABO Intergénico Ictus isquémico 
rs2005108 11q22 MMP12 Intergénico Ictus isquémico 

rs3184504 12q24 SH2B3 
Exónico no 
sinónimo Ictus isquémico 

rs12932445 16q22 ZFHX3 Intrónico Cardioembólico 
rs12445022 16q24 ZCCHC14 Intergénico Ictus (todos) 
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Es posible que un factor de riesgo genético mucho más presente en una población 

específica no sea detectable mediante estudios GWAS multiétnicos, pero si cuando se realiza 

el estudio en dicha población, aumentando la frecuencia de este factor y su posible 

detección. De hecho, este escenario ha sido descrito anteriormente para población 

australiana en ictus isquémico aterotrombótico. En el estudio de Holliday et al. (2012)47, los 

autores realizaron un GWAS en población australiana, incluyendo 1.244 controles y 1.162 

casos de ictus isquémico. Sin embargo, cuando se analizó el riesgo de ictus por subtipos los 

autores encontraron asociaciones significativas, pese a disminuir el número de casos (421 

ictus aterotrombóticos), y pudieron replicar sus resultados en una cohorte internacional. Esto 

puede ser debido a que al analizar un único subtipo de ictus se disminuye la heterogeneidad 

de la muestra y se aumenta el poder estadístico. 

En base a este estudio se plantea una nueva estrategia para la búsqueda de nuevos 

factores de riesgo genéticos: analizar en primer lugar una cohorte geográficamente 

homogénea y posteriormente validar los resultados en una población internacional. Puesto 

que no existe hasta la fecha ningún análisis genético de riesgo de ictus en población hispano-

ibérica, la población española resulta un buen candidato para encontrar nuevos factores 

genéticos asociados con el ictus. 

Factores genéticos en el pronóstico del ictus 

Existen diversos estudios de gen candidato, la mayoría con estudios funcionales en 

ratón como modelo animal, que han señalado a varios genes como posibles responsables 

del empeoramiento del pronóstico de los pacientes tras un ictus (Tabla 5). Sin embargo, pese 

a presentar resultados muy prometedores la translacionalidad a humanos no ha sido 

posible. 

Recientemente, se han publicado estudios GWAS48,49 enfocados en el pronóstico 

funcional de los pacientes de ictus isquémico a los 3 meses, medido con la escala mRS. 

Estos estudios han encontrado dos loci asociados al estado funcional del paciente al tercer 

mes, demostrando la influencia de la genética en la evolución de los pacientes y en su grado 

de discapacidad. 
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Tabla 5. Tabla resumen de los genes candidatos estudiados par a el pronóstico del ictus.  
Tabla adaptada de Lindgren & Maguire (2016)50. 

Gen Fenotipo asociado Referencia 

COX-1 Resultado vascular, mortalidad Cao et al.51 

NINJ2 Recurrencia en ictus aterotrombótico Zhang et al.52 

TLR4 Resultado neurológico Weinstein et al.53 

COL3A1 Recurrencia, pronóstico, mortalidad Lv et al.54 

GPIIIa 
Ictus, infarto de miocardio, muerte ; Índice 
Barthel 

Yeh et al.55 ; Maguire et al.56 

PAI-1 Ictus, infarto de miocardio, muerte Yeh et al.55 

Factor VII 
Ictus, infarto de miocardio, muerte ; mortalidad 
post-ictus 

Yeh et al.55 ; Heywood et 
al.57 

MTHFR Ictus, infarto de miocardio, muerte Yeh et al.55 

eNOS Ictus, infarto de miocardio, muerte Yeh et al.55 

APOE 

Muerte temprana por ictus ; impedimento 
neurológico al año, discapacidad funcional 
severa, y dependencia ; pronóstico al año ; 
Recuperación al mes post-ictus isquémico y 
escala de Rankin modificada al 3r mes post-ictus 
isquémico 

Gromadzka et al.58 ; 
Gromadzka et al.59 ; 
Sarzynska-Dlugosz et al.60 ; 
Cramer et al.61 

GPIIb Mortalidad post-ictus Carter et al.62 

IGF-1 Ocurrencia, severidad, y estado funcional Aberg et al.63 

MPO Riesgo de infarto cerebral, estado funcional a 
corto plazo 

Hoy et al.64 

SIGMAR1 Estado al 3r mes Lovkvist et al.65 

APOD Estado al 3r mes Lovkvist et al.65 

COX-2 Escala Glasgow ; escala de Rankin modificada Maguire et al.56 

BDNF 

Recuperación motora post-ictus ; plasticidad del 
córtex motor en el ictus agudo ; parámetros 
clínicos y resultado funcional en pacientes con 
ictus (isquémico y hemorragia intracraneal) ; 
recuperación al 1r mes post-ictus y 3r mes post-
ictus ; 2-semanas post-ictus y 1-año post-ictus 

Chang et al.66 ; Di Lazzaro et 
al.67 ; Mirowska-Guzel  et 
al.68 ; Cramer et al.61 ; Kim 
et al.69 

CYPC19 
Estado clínico en pacientes de ictus isquémico 
tratados con copidogrel, escala de Rankin 
modificada 

Qiu et al.70 

CRP Capacidad funcional Guo et al.71 

COMT 
Índice Barthel y evaluación motora de Rivermead 
en admisión, tras 4 semanas y a los 6 meses 

Liepert et al.72 

SERT Depresión post-ictus Kohen et al.73 
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GISCOME 

El estudio GISCOME49 (‘Genetics of Ischemic Stroke Functional Outcome’) utilizó los 

datos de 12 proyectos internacionales que disponían de datos genéticos para realizar un 

análisis de asociación en relación al pronóstico del paciente. Así pues, en este estudio se 

incluyeron un total de 6.165 individuos y se analizó la asociación genética con el pronóstico 

funcional a los 60-190 días medido con la escala mRS dicotomizada en 0-2 y 3-6. Este 

estudio identificó un único locus asociado al pronóstico funcional del paciente (rs1842681), 

el cual se encuentra en el gen LOC105372028 y está descrito como un eQTL de PPP1R21 

(‘Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 21’). No obstante, en este estudio no ser realizó 

una replicación de los resultados y presentaba una considerable heterogeneidad en relación 

a las cohortes utilizadas y a los datos clínicos disponibles.  

GODS 

En el estudio GODS48 (‘Genetic controbution to functional Outcome and Disability after 

Stroke’), el total de muestras analizadas (n=2.482) era inferior al estudio GISCOME, pero los 

criterios de inclusión utilizados eran más estrictos con el objetivo de homogeneizar mejor la 

cohorte utilizada: se excluyeron pacientes con un mRS previo superior a 3 y pacientes que 

presentaron una recurrencia vascular en los primeros 3 meses tras sufrir el ictus; ambos 

factores podían suponer un sesgo importante para el estudio. En este proyecto se describió 

un nuevo locus asociado al pronóstico del paciente a los 90 días post-ictus isquémico, 

validado mediante una replicación de los resultados en una cohorte internacional de 1.257 

pacientes. Además, a nivel funcional, se describió que el locus candidato estaba situado en 

el gen PATJ y presentaba una asociación con la expresión de dicho gen en tejido humano. 

Esta primera aproximación al estudio funcional del locus, abre las puertas para la 

comprensión a nivel molecular del pronóstico del paciente tras un ictus isquémico. 

Pese a que los GWAS realizados han utilizado cohortes con un gran número de 

pacientes, el número de loci encontrados es muy reducido. Esto puede ser debido al origen 

multifactorial del pronóstico del ictus, puesto que puede dificultar el conseguir una cohorte 

homogénea donde realizar el análisis genético de asociación y, por lo tanto, reducir el poder 

estadístico del análisis. Una posible estrategia para solventar este problema es analizar de 

manera individual cada uno de los factores asociados al pronóstico del ictus (endofenotipos), 

disminuyendo así la heterogeneidad y facilitando el descubrimiento de nuevos factores de 

riesgo genéticos. 
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Perspectivas de futuro 

El objetivo principal de estudiar la genética en las enfermedades humanas es poder 

aproximarnos, a largo plazo, a una medicina personalizada, en la cual se tenga en cuenta la 

predisposición genética única del paciente en el riesgo y la progresión de las enfermedades. 

Así pues, en el caso del ictus, se podría utilizar la genética como un biomarcador para 

detectar la etiología del ictus o posibles complicaciones médicas, con el fin de mejorar el 

tratamiento de la enfermedad y el pronóstico del paciente. 

En un principio, la genética se considera un factor no modificable, puesto que es 

invariable en el individuo desde su nacimiento. Sin embargo, gracias a la farmacología, 

existen fármacos capaces de alterar la función de las proteínas codificadas por la genética 

y así alterar este factor no modificable. Además, en los últimos años también se han 

desarrollado técnicas de edición genética que permite realizar modificaciones en el código 

genético de los individuos, la llamada terapia génica. 

Una primera aproximación a la medicina personalizada es la utilización de los 

polimorfismos de riesgo en los scores de predicción. En el caso del ictus, recientemente se 

ha publicado un estudio para determinar el riesgo de sangrado de los pacientes tratados con 

rtPA tras sufrir un ictus isquémico74. 

Otra herramienta útil para la medicina es el uso de la genética en el reposicionamiento 

de fármacos. Al detectar un posible gen o proteína responsable de la enfermedad, es posible 

realizar una búsqueda in silico de fármacos previamente aprobados que puedan tener efecto 

sobre dicho gen o proteína y, por lo tanto, tratar la enfermedad. En referencia al ictus 

isquémico, el consorcio del MEGASTROKE realizó un estudio de reposicionamiento de 

fármacos para detectar posibles medicamentos que afectaran a los genes candidatos 

encontrados y así poder utilizarlos como fármacos preventivos de ictus isquémico. Mediante 

esta estrategia se encontraron 2 genes cuyas proteínas codificadas, potencialmente, 

podrían ser moduladas por fármacos utilizados en la práctica clínica habitual. 

Por otra parte, la implementación de otros análisis masivos, además de los GWAS, 

hacen posible aportar más información sobre las proteínas y rutas metabólicas implicadas 

en el ictus y con ello mejorar el tratamiento y pronóstico de esta enfermedad. 

Un ejemplo es el análisis de Aleatorización Mendeliana (o MR, del inglés ‘Mendelian 

Randomization’). Este análisis utiliza la información genética para determinar si la asociación 

encontrada entre dos fenotipos es de causa o efecto. Por ejemplo, la MR puede determinar 

si la asociación encontrada entre niveles elevados de una proteína y la ocurrencia del ictus 

es causal o no. Para ello se observa si los factores genéticos que determinan los niveles de 

dicha proteína también se asocian a la incidencia de ictus y viceversa, si los factores 
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genéticos de riesgo de ictus se asocian a los niveles de proteína. Si se da el primer caso, la 

asociación sería causal (niveles elevados de la proteína causarían ictus) mientras que, si se 

da el segundo caso, la asociación sería de efecto (el hecho de tener un ictus elevaría los 

niveles de proteína). Así pues, el análisis MR es de gran utilidad para determinar la 

causalidad de determinados factores. Actualmente, mediante este tipo de análisis se ha 

demostrado la causalidad en referencia al riesgo de ictus del tabaco75, la diabetes tipo II76 y 

el colesterol en sangre77. 

Por otra parte, estudios recientes han demostrado la implicación de la epigenética en 

diversas enfermedades, incluyendo la recurrencia vascular después de un ictus78, y la edad 

biológica en el riesgo de ictus79. El análisis más ampliamente utilizado para estudiar la 

epigenética son los análisis epigenéticos masivos o EWAS (del inglés ‘Epigenome-Wide 

Association Study’). En los EWAS se miden los niveles de metilación de las islas CpGs 

presentes por todo el genoma y se determina si estos niveles se asocian o no al fenotipo de 

interés, por lo que presentan las mismas ventajas que los GWAS. Así pues, los EWAS serían 

de utilidad para determinar otros componentes implicados en el ictus80, no detectables por 

GWAS. 

Finalmente, es importante destacar la necesidad de realizar análisis de integrómica 

de datos. En los análisis de integrómica, se utilizan los diferentes resultados obtenidos en 

estrategias “omicas” (genómica, exómica, proteómica, etc.) para determinar genes, 

proteínas y/o rutas metabólicas comunes entre los diferentes análisis. Así pues, este tipo de 

análisis es útil para para discernir los falsos positivos de asociaciones reales y aporta mayor 

información de las posibles rutas metabólicas implicadas en el fenotipo estudiado. Hasta la 

fecha no se ha realizado ningún análisis de integrómica en ictus, puesto que aún es 

necesario realizar más estudios “ómicos”. 
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2. Objetivos 
Teniendo en cuenta el escenario descrito, se plantearon las siguientes hipótesis: 1) 

Existen factores genéticos de riesgo de ictus específicos de población española. Un análisis 

mediante herramientas genéticas masivas nos permitirá descubrir estos factores de riesgo 

genéticos; y 2) El estudio genético de endofenotipos asociados con el deterioro neurológico 

durante la fase aguda del ictus nos permitirá encontrar factores de riesgo genéticos 

asociados con la evolución neurológica y funcional de los pacientes. De igual manera, en 

base a estas hipótesis se plantearon los siguientes objetivos para la presente Tesis: 

1. Encontrar nuevos factores de riesgo genéticos asociados al ictus isquémico en 

población española y validar estos polimorfismos de riesgo en población 

internacional. 

2. Realizar estudios funcionales para determinar el efecto de los factores genéticos 

asociados a las variables de estudio. 

3. Realizar una revisión bibliográfica de los factores clínicos, demográficos y genéticos 

asociados con la evolución neurológica y funcional del paciente durante la fase 

aguda del ictus isquémico para identificar potenciales endofenotipos. 

4. Encontrar factores de riesgo genéticos asociados con el pronóstico del ictus 

isquémico mediante una estrategia de análisis de endofenotipos, centrado en las 

células del sistema inmune. 
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3. Informe del Director de Tesis 
La doctoranda Nuria Paz Torres Águila presenta la memoria de la Tesis Doctoral 

titulada “Estudios genéticos masivos en el ictus isquémico: factores de riesgo y pronóstico”. 

Su director de Tesis, el Dr. Israel Fernández Cadenas, informa que la tesis doctoral está 

compuesta por dos artículos aceptados para su publicación y un manuscrito original en fase 

de revisión por parte de la revista. En todos estos artículos la doctoranda figura como primera 

autora. 

Hago constar que ambos artículos de la presente Tesis han sido aceptados en revistas 

internacionales de prestigio para las correspondientes áreas de conocimiento, en las cuales 

se incluyen Neurología clínica y Enfermedades vasculares periféricas. Todas las revistas 

donde la doctoranda ha publicado sus trabajos se encuentran incluidas en ‘InCites Journal 

Citation Reports’ y, en todos los casos, se trata de publicaciones que han pasado el filtro de 

evaluadores anónimos designados por los editores de las revistas. 

A continuación, se detalla la contribución científica de la doctoranda en cada uno de 

los artículos, así como el factor de impacto de las revistas (‘2018 Journal Impact Factor’) en 

las que han sido publicados. 

Artículo 1: “A genome-wide association study reveals a new locus in MAN2B1 gene for 

lacunar stroke risk” Nuria P Torres-Aguila, Caty Carrera, Elena Muiño, Natalia Cullell, Jara 

Cárcel-Márquez, Jonathan González-Sánchez, Cristina Gallego-Fabrega, Anna Penalba-

Morenilla. Alejandro Bustamante, Jesús Pizarro, Marimar Freijo, Juan F Arenillas, Victor 

Obach, José Álbarez-Sabín, Carlos Molina, Marc Ribó, Jordi Jiménez-Conde, Jaume Roquer, 

Tomás Sobrino, Francisco Campos, José Castillo, Lucia Muñoz-Narbona, Elena Lopez-Cancio, 

Antoni Dávalos, Rosa Diaz-Navarro, Silvia Tur, Cristòfil Vives-Bauza, Gemma Serrrano-Heras, 

Tomás Segura, Laura Ibañez, Laura Heitshc, Jerzy Krupinski, Joan Martí-Fàbregas, Raquel 

Delgado-Mederos, Stephanie Debette, Martin Dichgans, Rainer Malik, Rafael de Cid, Lauro 

Sumoy, Victor Moreno, Carlos Cruchaga, Jin Moo-Lee, Joan Montaner, Israel Fernandez-

Cadenas. On behalf of the MEGASTROKE consortium, the GeneStroke consortium, the 

International Stroke Genetics Consortium (ISGC) and the Acute Endophenotypes group of the 

ISGC. Neurology (Manuscrito en fase de Revisión) 

- Factor de impacto: 8.689 

- Posición en el área: 10/199, primer decil y primer cuartil (Q1) en el área de 

Neurología Clínica. 

En este artículo la doctoranda fue la principal autora del trabajo, siendo responsable 

de la realización de todos los análisis genéticos incluidos en el artículo y de la realización y 
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posterior análisis de los ensayos funcionales. Concretamente, la doctoranda realizó los 

análisis GWAS de descubrimiento y replicación realizados en las cohortes españolas para 

ictus isquémico y para cada uno de los subtipos (aterotrombóticos, cardioembólicos y 

lacunares). También, validó/replicó el locus encontrado en los datos administrados por el 

consorcio MEGASTROKE y realizó análisis de asociación a eQTLs para determinar posibles 

genes candidatos. Asimismo, tras identificar a MAN2B1 como principal candidato, realizó los 

ensayos enzimáticos de α-manosidasa en muestras de plasma de pacientes y controles. 

Finalmente, la doctoranda tuvo un papel principal en la interpretación y discusión de los 

resultados, así como en la elaboración de las figuras y tablas. La redacción del manuscrito 

fue realizada por la doctoranda, así como la revisión del manuscrito tras las sugerencias de 

los otros autores. 

Artículo 2: “Clinical variables and genetic risk factors associated with the acute 

outcome of ischemic stroke. A systematic review.” Nuria P Torres-Aguila, Caty Carrera, Elena 

Muiño, Natalia Cullell, Jara Cárcel-Márquez, Cristina Gallego-Fabrega, Jonathan González-

Sánchez, Alejandro Bustamante, Pilar Delgado, Laura Ibañez, Laura Heitsch, Jerzy Krupinski, 

Joan Montaner, Joan Martí-Fàbregas, Carlos Cruchaga, Jin-Moo Lee, Israel Fernandez-

Cadenas. Acute endophenotypes group of the International Stroke Genetics Consortium 

(ISGC). Journal of Stroke. (Aceptado) 

- Factor de impacto: 5.571 

- Posición en el área: 24/199, primer cuartil (Q1) en el área de Neurología 

Clínica; 7/65, primer decil y primer cuartil (Q1) en el área de Enfermedades 

periféricas vasculares. 

La doctoranda fue la principal autora de este trabajo. Se encargó de la revisión 

bibliográfica, de establecer los criterios de inclusión para la revisión, de la redacción del 

manuscrito y de la elaboración de las figuras y tablas incluidas. También, tras recibir los 

comentarios de la revisión por parte de la revista, se encargó de realizar las modificaciones 

correspondientes y de redactar tanto la carta al editor como la respuesta a los revisores. 

Artículo 3: “Genome-wide association study of white blood cell counts in ischemic 

stroke patients” Nuria P Torres-Aguila, Caty Carrera, Anne-Katrine Gise, Natalia Cullell, Elena 

Muiño, Jara Cárcel-Márquez, Cristina Gallego-Fabrega, Jonathan González-Sánchez, Marimar 

Freijo, José Álvarez-Sabín, Carlos Molina, Marc Ribó, Jordi Jimenez.Conde, Jaume Roquer, 

Tomás Sobrino, Francisco Campos, José Castillo, Lucia Muñoz-Narbona, Elena Lopez-Cancio, 

Antoni Dàvalos, Rosa Diaz-Navarro, Silvia Tur, Cristófil Vives-Bauza, Gemma Serrano-Heras, 

Tomás Segura, Jerzy Krupinski, Raquel Delgado-Mederos, Joan Martí-Fàbergas, Laura 

Heitsch, Laura Ibañez, Carlos Cruchaga, Natalia S Rost, Joan Montaner, Jin-Moo Lee, Israel 

Fernandez-Cadenas. Stroke. (Aceptado) 
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- Factor de impacto: 6.046 

- Posición en el área: 20/199, primer cuartil (Q1) en el área de Neurología 

Clínica; 5/65, primer decil y primer cuartil (Q1) en el área de Enfermedades 

periféricas vasculares. 

En trabajo se realizó con la colaboración del grupo de investigación de la Dr. Natalia S 

Rost del Massachusetts General Hospital (USA). Asimismo, la doctoranda fue la principal 

autora de este trabajo puesto que estableció la estrategia de análisis del estudio y realizó el 

análisis GWAS de descubrimiento. También, se encargó de validar la replicación en los datos 

proporcionados por el grupo de la Dr. Natalia S Rost y de realizar los posteriores análisis in 

silico del locus encontrado. Asimismo, la doctoranda fue responsable de la redacción del 

manuscrito y de la elaboración de las tablas y figuras incluidas; además, realizó los cambios 

y modificaciones recomendados por los revisores de la revista y redactó la correspondiente 

carta al editor y la respuesta a los revisores. 

 

 

 

Firma, 

 

 

 

 

Dr. Israel Fernández Cadenas 
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4. Publicaciones 

4.1. Artículo 1 

 

A genome-wide association study reveals a new locus in 

MAN2B1 gene for lacunar stroke risk 

RESUMEN 

Objetivo: Nuestro objetivo es explorar si existen nuevos factores de riesgo genético de 

ictus en poblaciones geográficamente homogéneas.  

Métodos: Realizamos un estudio caso-control de asociación de genoma completo en 

tres etapas en una cohorte española de 1.752 casos de ictus isquémico y 5.227 controles. 

Para la replicación utilizamos una cohorte internacional (MEGASTROKE, n = 521.612) y una 

cohorte española independiente (n = 1.720). La clasificación etiológica se realizó siguiendo 

los criterios de TOAST. También realizamos test SMR-HEIDI, análisis de qRT-PCR y ensayos 

de actividad de α-manosidasa. 

Resultados: Encontramos un locus asociado con riesgo de ictus isquémico, ubicado 

en el gen MAN2B1 con 20 polimorfismos sugestivos (p <1x10-5; polimorfismo de menor p: 

rs34324185; p = 4.63x10-8; odds ratio = 1.38 [1.28-1.68]). En la replicación, rs34324185 

y rs8107196, los polimorfismos significativos del análisis GWAS, se replicaron en el 

subanálisis de ictus lacunar (rs34324185: MEGASTROKE: p = 5.90x10-3, odds ratio = 1.06 

[1.02-1.12]; Cohorte de replicación 2: p = 0.04, odds ratio = 1.59 [1.01-2.49]). Los análisis 

in silico revelaron que los alelos de riesgo del locus se asociaron con una mayor expresión 

de MAN2B1 (p = 1.40x10-5), confirmada por experimentos de qRT-PCR (p = 0.04). Los 

ensayos enzimáticos mostraron que la actividad de α-manosidasa era mayor en pacientes 

con ictus lacunar en comparación con los controles (p = 0.02) y otros subtipos de ictus (p = 

0.04).  

Conclusiones: Hemos encontrado un nuevo locus asociado con el riesgo de ictus 

lacunar, que proporciona nueva información sobre los factores de riesgo y procesos 

biológicos asociados con este tipo de ictus. El análisis de poblaciones homogéneas de un 

mismo territorio podría ser una estrategia interesante para encontrar nuevos factores de 

riesgo genético asociados con el ictus. 
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ABSTRACT  

Objective: We aim to explore whether new stroke genetic risk factors can be found in 

geographically homogeneous populations. Methods: We performed a three-stage case-control 

genome-wide association study in a Spanish cohort of 1,752 ischemic stroke cases and 5,227 

controls. For replication we used an international cohort (MEGASTROKE, n = 521,612) and an 

independent Spanish cohort (n = 1,720). Etiological classification was performed following 

TOAST criteria. We also performed Summary-based Mendelian Randomization and 

HEterogeneity In Dependent Instruments tests, Real-Time Quantitative Reverse Transcription 

PCR analysis, and α-mannosidase activity assay. Results: We found a locus associated with 

ischemic stroke risk, located within the MAN2B1 gene with 20 suggestive polymorphisms 

(p<1x10-5; top polymorphism: rs34324185; p = 4.63x10-8; odds ratio = 1.38[1.28-1.68]). In 

replication, rs34324185 and rs8107196, the genome-wide significant polymorphisms of the 

discovery, were replicated in lacunar stroke sub-analyses (rs34324185: MEGASTROKE: p = 

5.90x10-3, odds ratio = 1.06[1.02-1.12]; Replication cohort 2: p = 0.04, odds ratio = 1.59[1.01-

2.49]). In silico analyses revealed that risk alleles of the locus were associated with higher 

MAN2B1 expression (p = 1.40x10-5), confirmed by Real-Time Quantitative Reverse Transcription 

PCR experiments (p = 0.04). Enzyme experiments showed that α-mannosidase activity was higher 

in lacunar stroke patients compared to controls (p = 0.02) and other stroke subtypes (p = 0.04). 

Conclusions: We have found a new locus associated with lacunar stroke risk, providing new 

information about the genetics behind lacunar stroke physiopathology. The analysis of specific 

populations could be an interesting strategy to find new genetic risk factors associated with stroke. 
 

INTRODUCTION 
Ischemic stroke (IS) is a complex disease 

with a substantial genetic component, the 

heritability of which ranges from 16% to 

40%1. Although clinical risk factors for IS 

are well established, the genetic risk 

variants have not been completely 

identified. Several genome-wide 

association studies (GWAS) have found 

genes associated with the risk of stroke, 

which have been confirmed in independent 

studies2–4. In the MEGASTROKE4 study, 

the largest and most recent genetic study on 

stroke with 521,612 individuals, authors 

found 32 loci associated with stroke risk, 22 

of which were novel. Those genetic risk 

factors can be combined with clinical data 

to develop scores for predicting stroke risk 

or etiology, with higher accuracy compared 

to clinical data alone models5–8. Moreover, 

genomic approaches, as GWAS or exome 

sequencing, are unbiased strategies that are 

useful for drug discovery 4,9,10. 

However, loci associated with IS only 

explain approximately 5-10% of the 

heritable risk1. In addition, due to 
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differences in the genetic background 

among worldwide populations, private 

genetic risk loci are described for 

geographically-specific populations11,12. A 

previous GWAS11 found an association for 

large artery atherosclerosis (LAA) in an 

Australian cohort of 421 LAA cases and 

1,244 controls. Interestingly, authors 

replicated the finding in an international 

cohort composed of different ethnicities; 

showing that the analysis of geographically 

homogenous populations and etiological 

sub-analysis could be useful for finding 

new genetic associations. We aimed to find 

new genetic risk factors for IS following 

the strategy of analyze homogeneous 

populations and perform the replication in 

large international cohorts. 

METHODS 

Study population 
In our Discovery cohort we included 6,979 

Spanish participants (5,227 controls and 

1,752 IS cases). For replication analysis, 

we studied two different cohorts: 

Replication cohort 1, from 

MEGASTROKE consortium, which 

included 521,612 individuals (454,450 

controls and 67,162 IS cases); and, 

Replication cohort 2, which included 1,720 

Spanish participants (189 controls and 

1,531 cases).  

From the 8,699 Spanish participants 

included in this study, 3,783 individuals 

were recruited in 14 different hospitals 

throughout Spanish territory, and 4,916 

were provided by the GCAT13,14 project. 

The number of participants included from 

each center is detailed in the Supplement 

(table e-1). 

The IS patients were recruited if they had a 

measurable neurologic deficit on the 

NIHSS within 6 hours of last known 

normal, had a stroke diagnosis performed 

by an experienced neurologist at each 

center and confirmed by neuroimaging, 

were older than 18 years of age, and were 

recruited at one of the 14 hospitals included 

in the study. Etiologic subgroups were 

classified following TOAST criteria15. 

These patients were recruited as part of the 

GENISIS16, GODS17, and CONIC18 

projects (appendix e-1). 

Controls were subjects without a history of 

ischemic stroke, older than 18, who 

declared they were free of neurovascular 

diseases by direct interview before 

recruitment. The control cohort was 

collected in primary care centers from 

Barcelona city and in hospitals throughout 

Spanish territory as a part of the GCAT13,14, 

CONIC18, GRECOS19, and ISSYS20 

projects (appendix e-1).All participants 

were genotyped with the Illumina® Human 

Core Exome chip with the exception of the 

GCAT cohort, genotyped with the 

Illumina® Infimum Multi-Ethnic Global 
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consortium array. The demographic 

characteristics, the prevalence of 

cardiovascular risk factors, and the detailed 

number of samples of the cohorts included 

on this study are detailed in Table 1. 

Written informed consent was obtained 

from all subjects (cases and controls) with 

approval from the ethics committee of all 

participating institutions. 

Genetic analyses 
The same quality control (QC) pipeline was 

applied to the Discovery cohort and 

Replication cohort 2. Samples were tested 

for missingness (≤5%), relatedness (pi-

hat>0.18), heterozygosity, and sex 

discrepancies. Single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) with genotype call 

rate <95% and/or a p value deviating from 

the Hardy-Weinberg equilibrium at p < 

1×10-6 were excluded, and to avoid strand 

discrepancies A/T and C/G SNPs were 

excluded. Mitochondrial and sexual 

chromosomes X and Y were also excluded, 

after the sex discrepancy test was 

performed. After the first round of QCs, 

cohorts were aligned with 1000G Phase 3 

Panel reference and frequency alleles were 

compared; then cohorts were merged using 

PLINK21 software. Afterwards, we 

performed a second round of QCs and also 

performed multidimensional scaling plots 

with principal components (PCs). PCs were 

used to identify and remove ethnic outliers 

and to adjust for population stratification in 

the downstream analyses. Genotype 

imputation was performed on Michigan 

Imputation Server Portal22 using 1000G 

Phase 3v5 panel. We removed SNPs with r2 

< 30%, SNPs with minor allele frequency 

(MAF) < 1%, and insertions and deletions. 

We performed the SNP association 

analyses using SNPTEST23–25 software and 

age, sex, and principal components were 

used as covariates. For Linkage 

Disequilibrium analysis, we used SNP-clip 

tool from the LDlink26 web portal. We 

selected the European population as 

reference and applied an R2 cut-off of 0.9. 

The QCs of Replication cohort 1 are 

described on Malik et al.4. Briefly, SNPs 

were removed if they had extreme effect 

values (β > 5 or β < –5), MAF < 0.01, or 

effective allele count < 10 (calculated as the 

product of imputation accuracy, by number 

of cases, and by twice MAF). 

Experimental assays 
Functional annotations 

We performed an in silico analysis using 

data available on GTEx portal, from The 

Genotype-Tissue Expression (GTEx) 

Project27, to study possible eQTLs 

associated with our candidate SNPs. 

Secondly, we performed the SMR 

(Summary-based Mendelian 

Randomization) and HEIDI 

(HEterogeneity In Dependent Instruments) 
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tests28,29 with eQTLs of whole-blood tissue 

(V7 release of GTEx eQTL data27) and 

brain tissue (Brain-eMeta eQTL data30). 

Transcriptomic analysis 

We performed a Real-Time Quantitative 

Reverse Transcription PCR (qRT-PCR) 

with cDNA from 66 blood samples of 

healthy individuals from GRECOS19 study, 

to confirm the results of in silico analysis. 

RNA extraction and cDNA synthesis were 

performed following the manufacture’s 

protocol using RiboPureTM-Blood kit 

(AmbionTM) and MultiScribeTM Reverse 

Transcriptase (Thermo Fisher Scientific), 

respectively. 

Relative mRNA levels were measured on a 

7900 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster city, CA, USA) using a 

TaqMan fluorogenic probes for 

Mannosidase Alpha Class 2B Member 1 

(MAN2B1, Hs01051311_m1) and 

normalizing with Cyclophilin A (PPIA, 

Hs99999904_m1) and Glyceraldehyde-3-

Phosphate Dehydrogenase (GAPDH, 

Hs99999905_m1). qRT-PCR was 

performed using a standard TaqMan® PCR 

kit protocol as described previously17. 

Reactions were performed in 384-well 

plates; all reactions were run in triplicate 

and analyzed using the Applied Biosystems 

SDS 7900 system software (Applied 

Biosystems, Foster city, CA, USA). The 

data was analyzed as relative quantification 

(RQ) values and calculated as fold change 

expression values vs the average 

expression of the endogenous controls. We 

used an external sample from a healthy 

individual as a calibrator; the same 

calibrator was included in each experiment 

performed. 

Enzyme activity experiments 

We tested enzyme activity of α-

mannosidase on 74 plasma samples with a 

commercial kit assay (Sigma Aldrich®) 

that was specifically designed to measure 

the activity of lysosomal α-mannosidase. 

We used 96-wells plates and followed the 

manufacture’s protocol. Patients’ plasma 

samples were collected during the acute 

phase of stroke (first 24h after stroke 

onset). Plasma samples from controls were 

collected as part of the GRECOS19 study. 

Cases and controls were selected based on 

the rs34324185 genotype, in order to have 

an equal distribution of alleles in each 

group studied. For each sample analyzed, 

10 µL of plasma were added to 90 µL of 

Reaction Substrate Buffer. After 25 min of 

incubation at room temperature (25°C), the 

reaction was stopped by adding 100 µL of 

Stopping Reagent. Optical Density (OD) 

was measured at 405 nm using a multi-

plaque spectrophotometer. A commercial 

plasma sample (Sigma Aldrich®) was used 

as a positive control in the colorimetric 

assay and for the blank setting. Results 
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were expressed as U/L, where one unit is 

the amount of enzyme that will convert 1.0 

µmole of 4-Nitrophenyl-α-D-manno-

pyranoside to 4-Nitrophenol and α-D-

Mannose per minute at 25 °C and pH 4.5 

(the optimum pH of lysosomal α-

mannosidase). 

Statistical analyses of experimental 
assays  
Statistical analyses were performed using 

the SPSS statistical package, version 17.0 

(IBM, Chicago, US). Univariate analysis 

for cases-controls was evaluated by χ2 for 

categorical variables. A T-test was used for 

continuous variables, which normal 

distribution was assessed by Kolmogorov-

Smirnov and Shapiro-Wilk tests. Outliers 

were determined in SPSS based on Z-

scores and Inter Quartile range (IQ), 

calculated as Quartile3(Q3) minus 

Quartile1(Q1). Samples were considered as 

outliers and were excluded when Z-score 

>3 or Z-score<-3, or value>Q3+(1’5xIQ), 

or value<Q1-(1’5xIQ). 

Sample size calculation was performed 

with RStudio software, version 1.0.1533, 

using the epi.ccsize function of the epiR31 

package, version 0.9-99. 

Data Availability 
The entire dataset, including all data used 

in this study, and completely anonymized, 

is located in a Dropbox folder and will be 

shared following request by qualified 

investigators. 

RESULTS 

Genetics analysis 
In our Discovery cohort, we included 6,974 

participants (1,752 IS cases and 5,222 

controls), and from the 263,277 genotyped 

SNPs a total of 7,963,764 were included 

after imputation (during QCs 124,872 

SNPs were excluded prior imputation and 

39,109,351 were excluded after 

imputation). 

The GWAS analysis revealed 20 

suggestive SNPs at locus 19p13.13 (p < 

1x10-5; Table 2), located in the intronic 

region of the MAN2B1 gene associated with 

IS (Figure 1). The analyses by stroke 

subtypes did not reveal any prominent 

association with the locus in the Discovery 

cohort (Table 3). Both top SNPs, 

rs8107196 and rs34324185, were on 

linkage disequilibrium (R2>0.8). We 

performed a sample size calculation for 

rs34324185, based on the odds ratio 

obtained on the Discovery analysis. The 

minimum sample size required for 

replication was 637 cases and 637 controls. 

The replication analysis in the 

MEGASTROKE cohort (Replication 

cohort 1) showed an association of both 

linkage top SNPs with the lacunar stroke 

subtype on Trans-ethnical and only-

Europeans analyses, which both were 
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statistically significant after Bonferroni 

correction (p < 0.025; Table 4). We 

performed a second replication using a 

Spanish cohort (Replication cohort 2) 

composed by 1,720 participants (1,531 

cases (93 lacunar stroke cases) and 189 

controls). In this second replication we 

obtained similar results, rs8107196 and 

rs34324185 were associated with the risk of 

the lacunar stroke subtype (p < 0.05; Table 

4). 

Experimental assays 
On one hand, rs34324184 and rs8107196, 

the top SNPs of 19p13.13 locus, were 

searched in the GTEx web portal and 

showed association with eQTLs of 

different genes, including eQTLs of 

MAN2B1 from whole blood and other 

different tissues (table e-2 and e-3). On the 

other hand, for SMR-HEIDI analysis, we 

performed a multi-SNP-based SMR test 

with all the SNPs of 19p13.13 locus that 

reached suggestive significance in the 

Discovery analysis (Table 2) and targeted 

the top SNP rs34324185. Results 

confirmed that our locus was only 

associated with MAN2B1 expression, for 

whole blood and brain tissues (Table 5). 

Moreover, results showed that risk alleles 

for lacunar stroke were associated with 

higher MAN2B1 expression. To confirm 

this data, we performed qRT-PCR analysis 

with cDNA from the blood of 66 healthy 

controls with rs34324185 genotyping data. 

We found that the relative RNA expression 

levels of MAN2B1 from homozygous risk 

allele group (TT: n = 10, RQ mean = 

0.75±0.06) were significantly higher 

compared to the other rs34324185 

genotype groups (GG: n = 25, RQ mean = 

0.65±0.03; TG: n = 30, RQ mean = 

0.65±0.02; p = 0.04). 

In order to study whether α-mannosidase 

activity (AMA) could be also associated 

with IS we first analyzed 24 controls and 14 

IS cases selected by rs34324185 genotype 

to avoid false positive differences due to 

rs34324185 allele distribution (Figure 2A-

B). IS patients showed significantly higher 

AMA than controls (AMA IS patients, 

14.25 U/L; AMA controls, 10.72 U/L; p = 

0.03; Figure 2A). Secondly, to test 

differences between IS etiologies, we 

performed a second experiment including 

35 new samples: 12 controls, 6 

cardioembolic strokes, 8 atherothrombotic 

strokes, and 9 lacunar strokes with a 

balanced proportion of rs34324185 alleles 

(Figure 2C-D). We found that AMA was 

significantly higher in lacunar strokes 

compared to controls (AMA lacunar, 12.58 

U/L; AMA controls, 9.05 U/L; p = 0.02), 

and compared to atherothrombotic and 

cardioembolic strokes (AMA of lacunar 

strokes, 12.58 U/L; AMA atherothrombotic 
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and carioembolic strokes, 9.99 U/L; p = 

0.04). 

DISCUSSION 

In this study we have found a locus in the 

intronic region of the MAN2B1 gene 

associated with the lacunar stroke risk. We 

were able to replicate this result in two 

different cohorts with the same effect 

directionality as the Discovery cohort. 

Using in silico analysis, we have found that 

the locus 19p13.13 was an eQTL of 

MAN2B1 in blood and brain tissues. In all 

the cases, the risk allele for lacunar stroke 

was associated with higher expression of 

MAN2B1.We confirmed this association by 

performing qRT-PCR on blood samples. 

As MAN2B1 gene encodes for the 

lysosomal α-mannosidase enzyme, we 

performed α-mannosidase enzyme activity 

assays on plasma samples from controls 

and IS patients in order to clarify the 

association of this enzyme with the disease. 

We found that IS patients had significantly 

higher levels of activity compared to 

controls. Moreover, lacunar stroke patients 

showed the highest levels of activity 

compared to the other stroke subtypes in a 

group of samples with the same 

rs34324185 genotype distribution. As a 

result, our findings suggest that MAN2B1 

locus may have a role in the 

pathophysiology and in the risk of lacunar 

stroke. Additionally, our enzyme 

experiments suggest that α-mannosidase 

activity could potentially be a biomarker 

for the diagnosis of lacunar stroke during 

the acute phase of stroke. However, further 

research is needed in order to confirm this 

potential role as biomarker. 

Besides, we detected different MAFs in 

each worldwide population for our top SNP 

rs34324185 (lower in East Asian (EAS), 

African (AFR) and European-non-Iberian 

(EUR-noIBS) compared to Iberians (IBS); 

MAF-EAS, 0.06; MAF-AFR, 0.08; MAF-

EUR-noIBS, 0.37; and MAF-IBS, 0.44, in 

the Ensemble Portal). In fact, it is known 

that genetic risk factors could have 

different allele frequencies in specific 

populations, hence the use of homogeneous 

populations in GWAS analyses allow us to 

detect new genetic associations in stroke, as 

we observed in this study. 

The biological reasons for the association 

between MAN2B1 polymorphisms and the 

risk of lacunar stroke are unknown. The 

MAN2B1 gene encodes for an enzyme that 

hydrolyzes terminal non-reducing α-D-

mannose residues in α-D-mannosides. It is 

able to cleave all known types of α-

mannosidic linkages, thereby releasing 

mannoses into the medium. This enzyme is 

a member of glycosyl-hydrolases family 38 

and its activity is necessary for the 

catabolism of N-linked carbohydrates 

during the glycoprotein turnover. The 
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MAN2B1 protein is localized in the 

lysosome lumen, and also in the 

extracellular space due to neutrophil 

degranulation as part of the azurophilic 

granule content. 

Interestingly, two genes associated with 

monogenic small vessel disease and 

lacunar stroke: CTSA (cathepsin A; 

described for CARASAL, cathepsinA-

related arteriopathy with strokes and 

leukoencephalopathy), and ADA2 

(adenosine deaminase 2; described for 

DADA2, deficiency of adenosine 

deaminase 2) had its encoded proteins 

located in the lysosome lumen, in the 

extracellular space and are members of the 

azurophilic granule luminal proteins32, as 

also observed for MAN2B1. Those facts 

suggested a potential role of the lysosomes 

or the proteins located in lysosomes in the 

progression of small vessel diseases and/or 

lacunar stroke. 

Additionally, overexpression of another 

member of glycosyl-hydrolases family 38, 

MAN2C1 (Mannosidase Alpha Class 2C 

Member 1, located in the cytoplasm) leads 

to protein underglycosylation and 

upregulation of the endoplasmic reticulum-

associated protein degradation pathway33. 

Protein underglycosilation could have 

consequences on extracellular matrix 

composition, since glycoproteins are one of 

its structural components, and that could 

lead to disruption of the blood brain barrier 

and lacunar stroke34. 

Moreover, glycoproteins and glycosylation 

levels play an important role in the 

inflammatory process35–37. One study36 

describes how high-mannose 

hypoglycosilated N-glycans on the 

endothelial surface could increase the 

monocyte recruitment and promote the 

atherosclerosis plaque progression. This 

process in small vessels can lead to 

microinfarcts or lacunar stroke34. 

All these evidences together suggest a 

connection between MAN2B1 and lacunar 

stroke. However, more studies are required 

to clarify the molecular mechanisms behind 

the association of MAN2B1 with lacunar 

stroke risk. 

Our study has some limitations. The sample 

size of Replication cohort 2 had a reduce 

number of lacunar strokes (n, 93) and 

controls (n, 189). However, despite this 

limited sample size we have replicated for 

a second time the association with lacunar 

stroke for rs34324185 and rs8107196. 

Besides, we have not studied differences 

between hemorrhagic stroke and ischemic 

stroke. It would be interesting since lacunar 

stroke and hemorrhagic stroke share some 

subjacent pathology in the context of small 

vessel disease. 
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In summary, we have found a new locus in 

the intronic region of the MAN2B1 gene 

associated with the risk of lacunar stroke, 

which we have successfully replicated in 

two different cohorts, and we have 

demonstrated an implication of the encoded 

protein within the disease. Therefore, our 

study provides new information about 

genetic and molecular mechanisms behind 

the physiopathology of lacunar strokes. 

Moreover, α-mannosidase activity could 

potentially be a biomarker for the diagnosis 

of lacunar stroke. However, further 

research is needed to clarify the reasons 

why polymorphisms of MAN2B1 are 

associated with lacunar stroke risk. 
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Figure 1. Results from the Discovery case-control GWAS analysis of Ischemic 
stroke. A) Manhattan plot of the Discovery case-control GWAS analysis of Ischemic stroke. The 

continuous line represents genome-wide significance (5.0x10-08). The discontinuous line 

represents suggestive threshold (1.0x10-05). B) Zoom Plot of the Discovery case-control GWAS 

analysis of Ischemic stroke performed on the LocusZoom portal. rs34324185 are the top SNP of 

the locus. The X axis shows chromosome location, and the Y axis shows the negative logarithm 

to base 10 of the p value (-log10(p)). 

  



Nuria P Torres-Águila   

58  

 

Figure 2. Results of α-mannosidase activity assays. A) Case-control α-mannosidase 

activity (AMA) assay. B) Allelic distribution of rs34324185 (%) for each group of case-control 

AMA experiment. The Chi-Square Test between phenotype (case/control) and genotype 

(GG/TG/TT) was not significant (p = 0.52). C) Results of second AMA assay, for control group 

and each stroke etiology group. D) Allelic distribution of rs34324185 (%) for each stroke etiology 

group of second AMA assay. The Chi-Square Test between etiology (AT/CE/LAC) and genotype 

(GG/TG/TT) was not significant (p = 0.99). For all panels, phenotype groups are shown on the X 

axis and the number of samples included (n) is detailed under the name category. In panels A and 

C, it is represented the mean (histogram) and standard error (error bars) of AMA for each group 

and the AMA is shown on the Y axis in units per liter (U/L). In panels B and D, the percentage 

(%) is shown on the Y axis. GG = reference allele homozygote, TG = heterozygote, TT = minor 

allele homozygote; AT = Atherothrombotic stroke, CE = Cardioembolic stroke, LAC = Lacunar 

stroke. 
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Table 1. Detailed characteristics of the Discovery cohort, the Replication cohort 1 

and the Replication cohort 2. 
 
Descriptive 
Variables 

Discovery 
cohort 

Replication cohort 1 Replication 
cohort 2 

Controls IS 
cases 

Controls IS 
cases 

Controls IS cases Controls IS 
cases 

Ethnicity IBS IBS EUR EUR TRANS TRANS IBS IBS 
Sample 
size (n) 

5,227 1,752 406,111 34,217 454,450 60,341 189 1,531 

Mean Age 
±SD 

52.3 
±7.9 

73.2 
±12.6 

55.1 
±5.0 

68.8 
±10.2 

55.3 
±5.8 

68.6 
±9.9 

67.8 
±7.1 

72.9 
±12.6 

Woman 
(%) 

2,864 
(54.8) 

783 
(44.6) 

148,614 
(39.5) 

18,211 
(47.1) 

166,698 
(50.8) 

25,226 
(43.0) 

102 
(54.0) 

575 
(37.6) 

HT (%) 1,018 
(19.5) 

1,241 
(70.7) 

NA NA NA NA 134 
(70.9) 

1008 
(65.8) 

DM (%) 269 
(5.1) 

504 
(28.7) 

NA NA NA NA 28 
(14.8) 

369 
(24.1) 

AF (%) 11 (0.2) 568 
(32.3) 

NA NA NA NA NA 486 
(31.7) 

DL (%) 211 
(4.0) 

NA NA NA NA NA NA NA 

TOAST 
AT (% IS 
cases) 

 292 
(16.8) 

 4,373 
(12.8) 

 6,688 
(11.1) 

 244 
(15.9) 

TOAST 
CE (% IS 
cases) 

 757 
(43.2) 

 7,193 
(21.0) 

 9,006 
(14.9) 

 690 
(45.1) 

TOAST 
LAC (% IS 
case) 

 123 
(7.0) 

 5,386 
(15.7) 

 11,710 
(19.4) 

 93 
(6.1) 

Other 
TOAST 
categories* 

 580 
(33.0) 

 17,265 
(50.5) 

 32,937 
(54.6) 

 504 
(32.9) 

For the Discovery cohort, the Replication cohort 1 (European and trans-ethnical) and the 

Replication cohort 2, it is detailed for cases and controls: the ethnicity, the sample size, the mean 

age (±SD), the percentage of women, the percentage of patients with hypertension (HT), diabetes 

mellitus(DM), atrial fibrillation (AF) and dyslipidemia (DL), and the proportion of ischemic 

stroke patients for each TOAST category. NA was considered when more than 80% of the data 

was not available. IBS = Iberians; EUR= Europeans; TRANS = Trans-ethnical; IS = ischemic 

stroke; AT = Atherothrombotic stroke; CE = cardioembolic stroke; LAC = Lacunar stroke; SD = 

Standard Deviation; n = number of samples; NA = non-available. *Including Undetermined 

category of the TOAST classification criteria. 
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Table 2. List of SNPs located in the loci associated with ischemic stroke in the 

Discovery cohort that reached suggestive significance. 

SNP Locus A1 A2 MAF P value OR [95% CI] 

rs34324185 MAN2B1 T G 0.401 4.87x10-8 1.37 [1.22-1.54] 

rs8107196 MAN2B1 G C 0.401 4.87x10-8 1.37 [1.22-1.54] 

rs74181667 MAN2B1 G A 0.400 8.30x10-8 1.37 [1.22-1.54] 

rs8110545 MAN2B1 C T 0.317 8.73x10-8 0.72 [0.63-0.81] 

rs8110264 MAN2B1 T C 0.259 3.43x10-7 0.71 [0.62-0.81] 

rs8107354 MAN2B1 A G 0.259 3.43x10-7 0.71 [0.62-0.81] 

rs1133330 MAN2B1 T C 0.427 5.68x10-7 1.34 [1.20-1.51] 

rs8112964 ZNF490, MAN2B1 C T 0.293 7.15x10-7 0.73 [0.64-0.83] 

rs2303731 MAN2B1 C T 0.429 9.08x10-7 1.34 [1.19-1.50] 

rs8104226 MAN2B1 A G 0.287 9.81x10-7 0.73 [0.64-0.83] 

rs3815914 MAN2B1 T C 0.287 9.96x10-7 0.73 [0.64-0.83] 

rs17476839 MAN2B1 T C 0.287 9.96x10-7 0.73 [0.64-0.83] 

rs4804727 ZNF490, MAN2B1 C T 0.287 1.09x10-6 0.73 [0.64-0.83] 

rs4804728 ZNF490, MAN2B1 G A 0.287 1.09x10-6 0.73 [0.64-0.83] 

rs11670251 ZNF490, MAN2B1 T G 0.288 1.11x10-6 0.73 [0.64-0.83] 

rs10415457 MAN2B1 G A 0.429 1.13x10-6 1.33 [1.19-1.50] 

rs8108316 MAN2B1 G A 0.429 1.13x10-6 1.33 [1.19-1.50] 

rs12984441 MAN2B1 A C 0.320 2.30x10-6 0.74 [0.66-0.84] 

rs4804205 MAN2B1 A C 0.321 7.08x10-6 0.75 [0.67-0.85] 

rs8102193 MAN2B1 T C 0.294 7.13x10-6 0.75 [0.66-0.85] 

Genome-wide significant SNPs are in bold. A1 = allele 1 (minor allele), A2 = allele 2, MAF = 

minor allele frequency, OR = odds ratio in reference to minor allele, 95% CI = 95 % confidence 

interval of 95%. N total = number of participants included in the analysis, N cases = number of 

patients included in the analysis. 
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Table 3. Genome-wide significant SNPs from the Discovery case-control GWAS of 

Ischemic stroke, in each TOAST category.  

Analysis N (n cases) SNP A1 A2 MAF P value OR [95% CI] 

AT 5520 (293) 
rs34324185 T G 0.382 9.21x10-3 1.33 [1.07-1.64] 

rs8107196 G C 0.382 9.21x10-3 1.33 [1.07-1.64] 

CE 5984 (757) 
rs34324185 T G 0.389 1.33x10-4 1.39 [1.17-1.64] 

rs8107196 G C 0.389 1.33x10-4 1.39 [1.17-1.64] 

LAC 5350 (123) 
rs34324185 T G 0.381 4.34x10-4 1.68 [1.26-2.26] 

rs8107196 G C 0.381 4.34x10-4 1.68 [1.26-2.26] 

UNDET 5699 (472) 
rs34324185 T G 0.388 5.01x10-4 1.40 [1.15-1.69] 

rs8107196 G C 0.388 5.01x10-4 1.40 [1.15-1.69] 

IS = ischemic stroke; AT = Atherothrombotic stroke; CE = Cardioembolic stroke; LAC = Lacunar 

stroke; UNDET = Undetermined stroke. A1 = allele 1 (minor allele), A2 = allele 2, MAF = minor 

allele frequency, OR = odds ratio, 95% CI = 95 % confidence interval of 95%. N total = number 

of participants included in the analysis, N cases = number of patients included in the analysis. 
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Table 4. Results of the Replication analyses for the genome-wide significant SNPs 

found in the Discovery analysis.  

 
Analysis 

N 

(n cases) 
SNP 

A

1 

A

2 
MAF P 

OR [95% 

CI] 

R
ep

lic
at

io
n 

co
ho

rt
 1

 

IS (EUR) 
440,328 

(34,217) 

rs34324185 T G 0.363 0.44 
1.01 [0.99 

- 1.03] 

rs8107196 G C 0.364 0.50 
1.01 [0.97 

- 1.01] 

LAC 

(EUR) 

411,497 

(5,386) 

rs34324185 T G 0.365 
9.70 
x10-3 

1.06 [1.01 
- 1.12] 

rs8107196 G C 0.365 0.01 
1.06 [1.01 

- 1.12] 

IS 

(TRANS) 

514,791 

(60,341) 

rs34324185 T G 0.334 0.31 
1.01 [0.99 

- 1.03] 

rs8107196 G C 0.335 0.33 
1.01 [0.99 

- 1.03] 

LAC 

(TRANS) 

466,160 

(11,710) 

rs34324185 T G 0.315 
5.90 

x10-3 

1.06 [1.02 

- 1.11] 

rs8107196 G C 0.314 
7.85 

x10-3 

1.06 [1.01 

- 1.12] 

R
ep

lic
at

io
n 

C
oh

or
t 2

 

LAC 

(IBS) 
282 (93) 

rs34324185 T G 0.358 0.04 
1.59 [1.01 

- 2.49] 

rs8107196 G C 0.353 0.03 
1.64 [1.04 

- 2.58] 
Detailed p value and odds ratio for rs34324185 and rs8107196. Significant results are in bold. IS 

= Ischemic stroke; LAC = lacunar stroke; EUR= European; TRANS=Trans-ethnical; IBS = 

Iberians (Spanish); N = sample size; n cases = number of cases included in the sample size; A1 = 

allele 1 (minor allele); A2 = allele 2; MAF = minor allele frequency; P = p value; OR=Odds ratio; 

95% CI = 95% confidence interval.  
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Table 5. Results of multi-SNP-based SMR and HEIDI tests for whole blood and 

brain tissues.  

Gene Tissue 
Top 

SNP 

A

1 

A

2 

GWAS eQTL SMR 
multi-

SMR 
HEIDI 

B 

±SE 
P 

B 

±SE 
P 

B 

±SE 
P P P N 

MAN

2B1 

Whole 

Blood 

rs343

24185 
T G 

0.32 

±0.06 

4.63x

10-8 

0.16 

±0.03 

1.57x

10-8 

2.00 

±0.51 

8.52x

10-5 

6.42x 

10-6 
0.83 4 

MAN

2B1 
Brain 

rs343

24185 
T G 

0.32 

±0.06 

4.63x

10-8 

0.24 

±0.05 

6.04x

10-7 

1.28 

±0.35 

2.29x

10-4 

1.18x 

10-5 
0.30 5 

A1 = allele 1 (minor allele); A2= allele 2; P = p value; B = beta coefficient; SE = Standard Error; 

multi-SMR = multi-SNP-based SMR; N = number of SNPs included in HEIDI test. 
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A genome-wide association study reveals a new locus in MAN2B1 gene for 

lacunar stroke risk 

SUPPLEMENTAL MATERIAL 

appendix e-1 

GENISIS cohort: Genetics of Early Neurological Instability after Ischemic Stroke 

(GENISIS)e1 is an international study currently recruiting patients from four different 

locations: United States, Finland, Poland, and Spain. The inclusion criteria for the 

GENISIS study are IS patients (age ≥ 18 years) collected from 2003 to 2017 with a 

measurable neurologic deficit on the NIHSS within 6 hours of last known normal. Patients 

who received endovascular thrombectomy, or for whom consent and/or a blood sample 

could not be obtained were excluded. For our study we only included Spanish patients. 

Genotyping was performed with Human Core Exome chip (Illumina®). 

GODS cohort: The Genetic contribution to functional Outcome and Disability after 

Stroke (GODS)e2 project is a study that aimed to find genetic factors associated with 

stroke outcome. All participants met the following criteria: (1) European descent, aged 

>18 years, diagnosis of IS in the anterior vascular territory; (2) assessed by a neurologist 

during the acute phase of stroke; (3) initial stroke severity >4, according to the National 

Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS); (4) information on post-stroke functional 

status at 3 months (or alternatively between 3 and 6 months); (5) evidence of acute IS in 

a neuroimaging study; (6) lack of concomitant disease. Individuals with stroke recurrence 

during the follow-up period were excluded, in addition to posterior vascular territory and 

lacunar strokes. Samples were genotyped at the Genetic and Molecular Epidemiology 

Laboratory of McMaster University (David Braley Research Institute) in Ontario, 

Canada, with Human Core Exome chip (Illumina®). 

CONIC cohort: The CONtrol ICtus (CONIC) study e3 is a national study focus on find 

new genetic risk factors for ischemic stroke, it is a case-control matched study. Control 

participants were recruited in Vall d’Hebron Hospital between 2007 and 2008. All 

controls were older than 65 years of age and declared free of dementia, neurovascular 

and/or cardiovascular disease, as evaluated by self-description during a direct interview 

before recruitment. Subjects with a history of first and/or second-degree neurovascular 

disorder were also excluded from the study. 



  Publicaciones 

65 

The IS cases were admitted to the emergency department of a university with a 

documented middle cerebral artery (MCA) occlusion on transcranial Doppler 

ultrasonography (TCD) and received tPA in a standard 0.9-mg/kg dose (10% bolus, 90% 

continuous infusion over 1 hour) within 4.5 hours of symptom onset following National 

Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) recommendations. Cases and 

controls were genotyped with Human Core Exome chip (Illumina®). 

GRECOS cohort: The Genotyping RECurrence Risk Of Stroke (GRECOS)e4 project is a 

national study that aimed to find genetic factors associated with recurrence after stroke. 

Control participants were relatives of patients (wife or husband, without any 

consanguinity between cases and controls) and healthy volunteers visiting the same 

hospital for routine testing. They were >65 years of age and classified as free of 

neurovascular and cardiovascular history and family history by direct interview before 

recruitment. All samples were genotyped with Human Core Exome chip (Illumina®). 

ISSYS cohort: The Investigating Silent Stroke in hYpertensives: A magnetic resonance 

imaging Study (ISSYS)e5 is an observational prospective study in hypertensive 

participants to determine the prevalence of silent or magnetic resonance imaging (MRI)–

defined brain infarcts and cognitive impairment. This cohort comprises 1000 non-

demented individuals, aged 50 to 70 years old, and diagnosed of essential hypertension 

at least one year before inclusion in the ISSYS study. Those individuals were genotyped 

with Human Core Exome chip (Illumina®). 

GCAT cohort: GCAT|Genomes for Life Study e6,e7 is a long-term project that was set up 

to integrate and assess the role of epidemiological, environmental and omic factors (ie, 

genomic, metabolomic, proteomic, epigenomic) in the development of chronic diseases. 

GCAT aims to assess the prevalence of risk factors and their association with disease 

incidence over time. The GCAT cohort is a prospective collection recruited from the 

general population of the north-east region of Spain, Catalonia. The GCAT Study have 

recruited 20 000 participants aged 40–65 years. Participants complete a self-administered 

computer-based questionnaire that collects data on a large number of lifestyle and health 

factors that are of interest in epidemiological and genetic studies. Participants who agreed 

to take part in the study completed a self-administered computer-driven questionnaire, 

and underwent blood pressure, cardiac frequency and anthropometry measurements. 

Participants will be followed for 20 years after recruitment. Genome-wide genotypes have 

been generated using Illumina Infinium SNP-bead array technology (Multi-Ethnic Global 
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(MEGAEX, V.2) consortium array), a multipurpose, multiethnic genotyping array with 

two million selected markers (including previously described germline mutations, 

insertions-deletions (InDels) and SNPs). Genotyping was performed at the Genomics and 

Bioinformatics Unit of the PMPPC Institute for Health Science Research Germans Trias 

i Pujol, in Badalona, Spain. Data is deposited in the public repository EGA accessible 

upon demand (EGAD00010001665). All genotyped individuals from Caucasian ancestry 

born in Spain were included in the study, and those with myocardial infarction or heart 

diseases were excluded. 

  



  Publicaciones 

67 

table e-1. Detailed number of individuals included from each participating 

Hospital for the Discovery cohort and the Replication cohort 2. 

Hospitals (City) Discovery cohort Replication cohort 2 
Controls Cases Total Controls Cases Total 

Hospital del Mar 
(Barcelona) 

0 711 711 0 58 58 

Hospital Universitari 
Germans Tries i Pujol 
(Badalona) 

0 330 330 0 10 10 

Hospital Universitari 
Vall d'Hebron 
(Barcelona) 

310 306 616 189 357 546 

Hospital Universitari Son 
Espases (Palma de 
Mallorca) 

0 227 227 0 70 70 

Hospital Universitario 
Río Hortega (Valladolid) 

0 23 23 0 2 2 

Hospital Universitari 
Mútua de Terrassa 
(Terrassa) 

1 22 23 0 53 53 

Hospital Universitario 
Virgen del Rocío Y 
Virgen Macarena 
(Sevilla) 

0 16 16 0 35 35 

Hospital Clinic de 
Barcelona (Barcelona) 

0 52 52 0 112 112 

Hospital Universitario 
Doctor Josep Trueta 
(Girona) 

0 22 22 0 0 0 

Complejo Hospitalario 
Universitrio de Albacete 
(Albacete) 

0 36 36 0 174 174 

Hospital Universitario de 
Basurto (Bilbao) 

0 5 5 0 9 9 

Hospital Clínico 
Universitario de Santiago 
(Galicia) 

0 0 0 0 607 607 

Hospital de la Santa 
Creu i Sant Pau 
(Barcelona) 

0 2 2 0 39 39 

Hospital Arnau de 
Vilanova (Lleida) 

0 0 0 0 5 5 

GCAT Project 4,916 0 4,916 0 0 0 

TOTAL 5,227 1,752 6,979 189 1,531 1,720 
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table e-2. eQTLs from GTEx data associated with rs34324185. 

Gencode Id Gene 
Symbol 

P NES Tissue 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 8.20E-13 0.24 Nerve - Tibial 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 2.00E-10 0.21 Thyroid 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 8.50E-10 0.18 Cells - 
Transformed 
fibroblasts 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.60E-08 0.16 Whole Blood 

ENSG00000105576.11 TNPO2 2.10E-08 0.14 Artery - Tibial 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 5.70E-08 0.24 Esophagus - 
Muscularis 

ENSG00000105576.11 TNPO2 1.10E-07 0.17 Adipose - 
Subcutaneous 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.70E-07 0.27 Heart - Left 
Ventricle 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 2.30E-07 0.14 Lung 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 2.80E-07 0.15 Adipose - 
Subcutaneous 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 3.10E-07 0.28 Colon - 
Sigmoid 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 3.80E-07 0.16 Skin - Not Sun 
Exposed 
(Suprapubic) 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 4.40E-07 0.35 Testis 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 5.90E-07 0.15 Muscle - 
Skeletal 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 6.60E-07 0.19 Esophagus - 
Mucosa 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 6.70E-07 0.16 Skin - Sun 
Exposed (Lower 
leg) 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.10E-06 0.15 Artery - Tibial 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.70E-05 0.30 Adrenal Gland 

ENSG00000105576.11 TNPO2 2.00E-05 0.17 Artery - Aorta 

ENSG00000095066.7 HOOK2 2.30E-05 0.19 Heart - Left 
Ventricle 

P = P value. NES = Normalized Effect Size.  
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table e-3. eQTLs from GTEx data associated with rs8107196. 

Gencode Id Gene 
Symbol 

P NES Tissue 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 8.3e-13 0.24 Nerve - Tibial 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 2.3e-10 0.21 Thyroid 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 2.6e-9 0.17 Whole Blood 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 4.6e-9 0.17 Cells - 
Transformed 
fibroblasts 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 4.1e-8 0.28 Heart - Left 
Ventricle 

ENSG00000105576.11 TNPO2 7.2e-8 0.17 Adipose - 
Subcutaneous 

ENSG00000105576.11 TNPO2 8.7e-8 0.14 Artery - Tibial 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.5e-7 0.23 Esophagus - 
Muscularis 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 6.0e-7 0.28 Colon - 
Sigmoid 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 6.4e-7 0.14 Lung 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 7.3e-7 0.14 Adipose - 
Subcutaneous 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 8.9e-7 0.19 Esophagus - 
Mucosa 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.3e-6 0.16 Skin - Not Sun 
Exposed 
(Suprapubic) 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.3e-6 0.15 Skin - Sun 
Exposed (Lower 
leg) 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.9e-6 0.33 Testis 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 2.1e-6 0.14 Artery - Tibial 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 2.5e-6 0.14 Muscle - 
Skeletal 

ENSG00000104774.8 MAN2B1 1.3e-5 0.31 Adrenal Gland 

ENSG00000105576.11 TNPO2 3.0e-5 0.16 Artery - Aorta 

P = P value; NES = Normalized Effect Size.  
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4.2. Artículo 2 

 

Clinical Variables and Genetic Risk Factors Associated with 

the Acute Outcome of Ischemic Stroke: A systematic review 

RESUMEN 

El ictus es una enfermedad compleja y una de las principales causas de morbilidad y 

mortalidad entre la población adulta. Se sabe que una gran variedad de factores influye en 

el pronóstico del paciente, incluidas las variables demográficas, las comorbilidades o la 

genética. En esta revisión, exponemos lo que se sabe sobre la influencia de las variables 

clínicas y los factores de riesgo genéticos relacionados en el pronóstico del ictus isquémico, 

centrándonos en el pronóstico agudo y subagudo (dentro de las 24h-48h después del ictus 

y hasta el día 10, respectivamente), ya que son los primeros indicadores de daño tras un 

ictus. 

Se realizaron búsquedas en la base de datos de PubMed para encontrar artículos que 

investigaron la interacción entre variables clínicas o factores genéticos y el pronóstico agudo 

o subagudo del ictus. Finalmente se incluyeron un total de 61 estudios en esta revisión. 

Con respecto a los datos recopilados, las variables asociadas constantemente con el 

pronóstico agudo del ictus son: niveles de glucosa, presión arterial, presencia de fibrilación 

auricular, tratamiento previo con estatinas, gravedad del ictus, tipo de tratamiento agudo 

realizado, complicaciones neurológicas graves, niveles de leucocitos y factores de riesgo 

genéticos. Se requieren más investigaciones y esfuerzos internacionales en este campo, que 

deben incluir estudios de asociación de todo el genoma. 
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4.3. Artículo 3 

 

Genome-wide association study of white blood cell counts 

in ischemic stroke patients 

RESUMEN 

Antecedentes y objetivo: Las células inmunes desempeñan un papel clave en las 

primeras 24 horas después de un ictus (fase aguda), y se asocian con el pronóstico de esta 

patología. El objetivo fue encontrar factores de riesgo genéticos asociados con el recuento 

de leucocitos durante la fase aguda del ictus. 

Métodos: Se incluyeron pacientes con ictus isquémico del cual se tenían datos del 

número de leucocitos durante las primeras 24 h. Se realizaron un Genome-Wide Association 

Study (GWAS) y estudios de expresión génica in silico. 

Resultados: Nuestro GWAS, que incluyó a 2.064 (Discovery) y 407 (Replicación) 

pacientes, reveló un nuevo locus (14q24.3) asociado con los recuentos de leucocitos. 

Después del análisis conjunto (n = 2.471) cinco polimorfismos más alcanzaron significación 

genómica (p <5x10-8). El locus 14q24.3 se asoció con el estado neurológico agudo del ictus 

(rs112809786, p = 0.036) y con la expresión de los genes ACOT1 y PTGR2. Los 

polimorfismos previos asociados con los recuentos de leucocitos en otras poblaciones no 

mostraron ninguna asociación significativa en nuestro estudio. 

Conclusiones: Hemos encontrado el primer locus asociado con los recuentos de 

leucocitos en el ictus isquémico durante la fase aguda, también asociado con el pronóstico 

agudo. El análisis genético de los endofenotipos agudos podría ser útil para encontrar los 

factores genéticos asociados con el pronóstico del ictus. Nuestros hallazgos sugieren una 

modulación diferente de las células inmunes en el ictus en comparación con condiciones no 

patológicas. 
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Abstract
Background and Purpose—Immune cells play a key role in the first 24h post-stroke (acute
phase), being associated with stroke outcome. We aimed to find genetic risk factors associated
with leukocyte counts during the acute phase of stroke.

Methods—Ischemic stroke patients with leukocyte counts data during the first 24h were
included. Genome-Wide Association Study (GWAS) and gene expression studies were performed.

Results—Our GWAS, which included 2,064 (Discovery) and 407 (Replication) patients,
revealed a new locus (14q24.3) associated with leukocyte counts. After Joint analysis (n=2,471)
five more polymorphisms reached genome-wide significance (p<5x10 8). The 14q24.3 locus was
associated with acute stroke outcome (rs112809786, p=0.036) and with ACOT1 and PTGR2 gene
expression. Previous polymorphisms associated with leukocyte counts in general-population did
not show any significance in our study.

Conclusions—We have found the first locus associated with leukocyte counts in ischemic
stroke, also associated with acute outcome. Genetic analysis of acute endophenotypes could be
useful to find the genetic factors associated with stroke outcome. Our findings suggested a
different modulation of immune cells in stroke compared to healthy conditions.

Keywords
Genome Wide Association Study; leukocyte; ischemic stroke; Genetic; Association Studies;
Inflammation; Risk Factors; Functional Genomics

INTRODUCTION
Ischemic stroke (IS) is a complex disease. Even though there are several genes associated
with stroke risk, little is known about the genetics behind stroke outcome. Only two
genome-wide association studies (GWAS)1,2 have found two loci associated with 3-month
disability post-stroke. The clinical complexity and multifactorial modulation of stroke
outcome hinder the discovery of genetic associations. To avoid this problem, one strategy is
to individually analyze internal factors of stroke (endophenotypes) associated with stroke
outcome.

The acute phase of stroke (first 24h) dramatically influences the short and long-term
outcome. During this phase there is an important inflammatory and immune response.
Immune cell levels, such as white blood cell counts (WBCc), have been associated with
worse outcome3. Currently, there are several GWAS of WBCc performed in different
populations4,5 that have found more than 20 loci, but none have been related to stroke.
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We aimed to find genetic risk factors associated with WBCc during the acute phase of IS
due to its relevant role in post-stroke outcome.

MATERIAL AND METHODS
The data that support the findings of this study are available from the corresponding author
upon reasonable request.

Study population

The IS patients included were >18 years old, had a measured neurological deficit on the
National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) within 6h post-stroke onset, and
underwent blood analysis with WBCc data within 24h post-stroke onset. The outcomes
studied were NIHSS at 24h (acute) and modified Rankin Scale (mRS) at 3 months (long-
term). Written informed consent and ethical committee approval was obtained for all
participants. Additional cohort details are in the online-only Data Supplement (Supplemental
Methods).

Genetic analysis

Genotyping, imputation and quality controls are described in the online-only Data
Supplement (Supplemental Methods). We performed the SNP association analysis using
SNPTEST software and the Joint analysis was performed with METAL software.

To study expression Quantitative Trait Loci (eQTLs) associated with the candidate SNPs,
we performed in silico analyses with data from the Genotype-Tissue Expression (GTEx)
Project. The statistical analyses were performed using SPSS software v17.0 (detailed in
Supplemental Methods).

RESULTS
In this study, 2,132 European Caucasian IS patients were recruited in the Discovery cohort
and 407 American Caucasian patients were included in the Replication cohort. Detailed
characteristics of the Discovery cohort are included in the online-only Data Supplement
(Table I).

In the Discovery cohort, WBCc was independently associated with long-term and acute
outcome (3-month-mRS, p=3.88x10 4; 24h-NIHSS, p=6.81x10 3). Besides, several
variables were associated with WBCc in the univariate analysis (Table I in the online-only
Data Supplement). After stepwise linear regression, age, diabetes mellitus, baseline-NIHSS
and atherothrombotic etiology remained significant and were included as covariates in the
genetic analyses.

In the Discovery GWAS, 68 participants were excluded for lacking some covariate,
afterwards 2,064 patients and 7,340,003 SNPs were analyzed. We found one locus in
chromosome 14 associated with WBCc (Figure 1). Replication showed the same
directionality as in the Discovery cohort for the six suggestive SNPs (p<10 6) of the
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14q24.3 locus, three of them with nominal significance (p<0.05; Table 1). In the Joint
analysis all six SNPs reached genome-wide significance (p<5x10 8; Table 1).

We performed an additional genetic association analysis in a subgroup of patients with data
collected within the first 6h after ischemic stroke, in order to test the influence of time
collection. In this sub-cohort that represents 69.67% of the Discovery cohort of the study
(n=1,438), the 14q24.3 locus was associated with WBCc but did not reach genome-wide
significance (Table II in the online-only Data Supplement). Additionally, in order to test
whether the identified locus was associated with a specific cell type of WBCc, we performed
genetic association analysis with the neutrophil and lymphocyte content for a subgroup of
patients included in the Discovery cohort (neutrophil counts, n=1,199; lymphocyte counts,
n=793). The 14q24.3 locus was not significantly associated specifically with neutrophil or
lymphocyte counts (Figure I in the online-only Data Supplement).

We tested the association of each genome-wide significant SNP in the Joint analysis with
stroke outcome. For acute outcome, rs112809786 was associated with 24h-NIHSS (p=0.036)
and four other SNPs showed a trend (p<0.1; Table III in the online-only Data Supplement),
with the same directionality of WBCc association (allele risk was associated with worse
NIHSS score). However, for long-term outcome, no association was found (Table III in the
online-only Data Supplement).

We searched previously described SNPs reported in GWAS of WBCc, in different
ethnicities and conditions, in our GWAS of WBCc in IS patients. Twenty-eight out of 30
SNPs were present in our GWAS, but none was significantly associated with WBCc after
Bonferroni correction (p>0.002; Table IV in the online-only Data Supplement).

In silico approaches showed that the 14q24.3 locus was associated with eQTLs of acyl-CoA
thioesterase 1 (ACOT1) in adrenal gland tissue (p=2.0x10 5), and prostaglandin reductase 2
(PTGR2) in thyroid tissue (p=1.3x10 5). For ACOT1, minor alleles were associated with
higher gene expression, while for PTGR2, minor alleles were associated with lower
expression.

DISCUSSION
We have described the first locus (14q24.3) associated with the WBCc during the acute
phase of stroke, confirmed by the Joint analysis of two independent populations.
Additionally, this locus was not specific to any cell type population (neutrophils or
lymphocytes) and was not influenced by the time of collection, at least during the first 6h
after stroke. In addition, previous SNPs reported to be associated with WBCc in other
healthy populations and diseases were not consistently associated with WBCc in stroke,
suggesting a different genetic modulation for leukocyte proliferation/activation.
Furthermore, we confirmed the previously reported association of WBCc with stroke
outcome: we found an independent association of WBCc with acute and long-term stroke
outcome with a positive correlation, whereby higher WBCc was associated with higher
NIHSS and mRS, and was consequently associated with a worse outcome. Moreover, the
rs112809786 SNP within the 14q24.3 locus was associated with acute stroke outcome, in the
same directionality as WBCc (the risk allele group, associated with high WBCc, had higher
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24h-NIHSS mean than the no-risk allele group). This finding supports the idea that
individually analyzing endophenotypes could be an interesting strategy to find new genetic
associations for stroke outcome. Unexpectedly, rs112809786 was not associated with long-
term outcome. One reason could be that other factors that occur after the acute phase
(infection, rehabilitation, etc.) are influencing 3-month-mRS. Our results suggested that the
genetic factors associated with WBCc may have more influence on acute outcome than on
long-term outcome.

Besides, in silico approaches revealed eQTLs of ACOT1 and PTGR2 genes for 14q24.3
locus. ACOT1, an acyl-CoA thioesterase family gene member, is described as being
involved in the regulation of lipid metabolism by the peroxisome proliferator-activated
receptor alpha (PPAR ), which participates in the activation and proliferation cascade of
some immune cells. Regarding PTGR2, it is described for the metabolism of prostaglandins
and in the regulation of other PPAR family genes. Interestingly, PTGR2 has been found
downregulated in monocytes of patients with leukemia6, which is consistent with our in
silico observation (14q24.3 alleles associated with higher WBCc were associated with lower
PTGR2 expression). Thus, ACOT1 and PTGR2 are candidate genes for regulating leukocyte
proliferation and contributing to worse acute stroke outcome; however, further studies are
necessary to confirm this potential association.

As a limitation, we could not exclude patients with conditions that may influence WBCc.
However, this unbiased inclusion suggests that our findings could be applicable to any type
of IS patients.

Supplementary Material
Refer to Web version on PubMed Central for supplementary material.
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Figure 1. Results of the Discovery analysis.
A) Manhattan plot of the Discovery analysis. Lines represent genome-wide significance
(p<5.0x10 8) and suggestive threshold (p<1.0x10 5). B) Zoom plot performed on the
LocusZoom portal of the 14q24.3 locus (rs112106747, top SNP). The X and Y axes show
chromosome location and negative logarithm to base 10 of p-values ( log10(p)),
respectively.
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Table 1.

List of SNPs in the 14q24.3 locus associated with WBCc.

SNP A1 A2
Discovery (n=2,064) Replication (n=407) Joint (n=2,471)

MAF P value B±SE P value B±SE P value B±SE

rs112106747 G A 0.016 3.57x10 8 0.67±0.12 0.061 0.43±0.23 8.05x10 9 0.62±0.1

rs113898499 A G 0.016 1.54x10 7 0.64±0.12 0.055 0.44±0.23 2.78x10 8 0.60±0.1

rs113492829 A G 0.016 1.67x10 7 0.63±0.12 0.058 0.44±0.23 3.16x10 8 0.59±0.1

rs112809786 A G 0.017 6.89x10 7 0.59±0.12 0.047 0.49±0.25 3.16x10 8 0.57±0.1

rs78476982 C T 0.016 1.54x10 7 0.64±0.12 0.018 0.59±0.25 8.01x10 9 0.63±0.1

rs74995185 A G 0.016 2.86x10 7 0.63±0.12 0.032 0.72±0.33 2.51x10 8 0.64±0.1

Genome-wide significant P values are in bold. A1 = Allele 1 (minor allele); A2 = Allele 2; MAF = Minor allele frequency; n = total sample size; B
= beta coefficient for minor allele; SE = Standard Error.

Stroke. Author manuscript.
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SUPPLEMENTAL METHODS 

Study population 

In our Discovery Cohort we included 2,128 Spanish ischemic stroke patients. For 

replication analysis, we used two external European cohorts with a total of 407 patients 

(222 and 185, respectively). Etiologic subgroups of ischemic stroke patients were 

classified following the TOAST1 criteria. Ischemic stroke patients were recruited as part 

of the GENISIS2 and GODS3 projects for the Discovery Cohort, and as part of the 

GASROS4 project for the Replication Cohort: 

GENISIS project: Genetics of Early Neurological Instability after Ischemic Stroke 

(GENISIS) is an international study currently recruiting patients from four different 

locations: United States, Finland, Poland, and Spain. The inclusion criteria for the 

GENISIS study are IS patients (age ≥18 years) collected from 2003 to 2017 with a 

measurable neurologic deficit on the National Institutes of Health Stroke Scale 

(NIHSS)within 6 hours of last known normal. Patients who received endovascular 

thrombectomy, or for whom consent and/or a blood sample could not be obtained were 

excluded. For our study we only included European Caucasian patients. 

GODS project: The Genetic contribution to functional Outcome and Disability after 

Stroke (GODS) project is a study that aimed to find genetic factors associated with stroke 

outcome. All participants met the following criteria: (1) European descent, aged >18 

years, diagnosis of IS in the anterior vascular territory; (2) assessed by a neurologist 

during the acute phase of stroke; (3) initial stroke severity >4, according to the NIHSS; 

(4) information on post-stroke functional status at 3 months (or alternatively between 3 

and 6 months); (5) evidence of acute IS in a neuroimaging study; (6) lack of concomitant 

disease. Individuals with stroke recurrence during the follow-up period were excluded, in 

addition to posterior vascular territory and lacunar strokes. 

GASROS project: Genes Associated with Stroke Risk and Outcomes Study (GASROS) 

is prospective Institutional Review Board-approved study that enrolled ischemic stroke 

patients between 2007–2011 with an magnetic resonance imaging (MRI) performed 

within 48 hours. GASROS is a cross-sectional, hospital based cohort of consecutive 

adults admitted to neurology service with diagnosis of ischemic stroke confirmed by 

neuroimaging. Exclusion criteria include inability to obtain informed consent, or a 
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verified diagnosis of secondary cerebral ischemia (vasculitis, subacute bacterial 

endocarditis, etc.). All patients were evaluated emergently by a neurologist at the time of 

admission, and clinical and laboratory data were abstracted from corresponding medical 

records. The long-term functional outcomes were assessed using the mRS score collected 

either in person or via a telephone interview at 3–6 months post-stroke. Only patients with 

data of leukocyte counts during the first 24h post-stroke were included. 

Statistical analysis 

Statistical Analyses were performed using SPSS statistical package, version 17.0 (IBM, 

Chicago, US). No-normal distribution of continuous variable was assessed by 

Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests. Correlation of continuous variables were 

assessed by Spearman Test. The association between continuous variables and categorical 

variables were assessed by Mann Whitney U test. Univariate General lineal model and 

Stepwise Linear Regression was performed for test independent association of variables. 

Genetic analysis 

Genotyping of the Discovery cohort was performed with the Human Core Exome chip 

(Illumina). For the Replication cohort, 222 participants were genotyped with Axion-

Biobank chip (Affimetrix) and 185 with Human Core Exome chip (Illumina). 

Quality controls of genotyped data were: test of missingness (≤5%), relatedness (pi-hat > 

0.18), heterozygosity, and sex discrepancies, for samples; and for SNPs, genotype call 

rate (<95%), Hardy-Weinberg equilibrium (p < 1×10-6), and exclusion of A/T and C/G 

SNPs. Mitochondrial and sexual chromosomes (X/Y) were also excluded. Cohorts were 

aligned with 1000G Phase 3 Panel reference and frequency alleles were compared. 

Multidimensional scaling plots with principal components were performed and were used 

to identify and remove ethnic outliers. Principal components were also used to adjust for 

population stratification in the downstream analyses. 

Genotype imputation was performed on Michigan Imputation Server Portal5 using 1000G 

Phase 3v5 panel. SNPs with r2 <30%, SNPs with minor allele frequency (MAF) <1%, 

and insertions and deletions were removed. Finally, a total of 7,340,003 SNPs were 

included in the Discovery analysis. 
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We performed a SNP association analysis using SNPTEST6–8 software, including as 

covariates age, sex, principal components, and associated cofounders found by stepwise 

linear regression. Using the METAL software, we performed a joint analysis with the 

GWAS summary data of the cohorts. 

Functional annotation 

To study possible eQTLs associated with our candidate SNPs we performed in silico 

analyses using the HaploReg v4.1 web-tool of Broad Institute, and the data available on 

GTEx portal, from The Genotype-Tissue Expression (GTEx) Project9. 
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SUPPLEMENTAL FIGURES 

 
Figure I. Comparative image of the locus 14q24.3 associated with WBCc, neutrophil 
counts and lymphocyte counts in the Discovery cohort. X and Y axis show 

chromosome location and negative logarithm to base 10 of p-values (-log10(p)), 

respectively. N = number of patients included in the analysis. WBCc = white blood cell 

counts. 
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SUPPLEMENTAL TABLES 

Table I. Detailed characteristics of the Discovery cohort and association of variables 
with WBCc. 

Characteristics 
Discovery Cohort 

(n=2,132) 
Association with WBCc 

(p value) 

Age (SD) 73.4 (12.5) 3.37x10-4 

Woman (%) 959 (45.1) n.s. 

Hypertension (%) 1,457 (68.3) n.s. 

Diabetes mellitus (%) 575 (26.9) 0.012 

Atrial fibrillation (%) 676 (31.8) n.s. 

WBCc (SD) 8.8 (3.1) --- 

NIHSS at baseline (SD) 10.6 (7.2) 8.52x10-8 

IV-tPA (%) 1,154 (54.1) n.s. 

TOAST LAA (%) 341 (16.0) 7.42x10-4 

TOAST CE (%) 906 (42.5) 0.042 

TOAST SVS (%) 158 (7.4) n.s. 

Other TOAST categories 
(%) 

729 (34.2) 0.037 

24h NIHSS (SD) 7.7 (7.8) 6.0x10-6 

3-month mRS (SD) 2.5 (2.1) 1.91x10-9 

WBCc = white blood cell counts; n = number of samples; n.s. = non-significant; SD = 

standard deviation; % = percentage of presence; IV-tPA = intravenous treatment with 

tissue plasminogen activator; LAA = Large Artery Atherosclerosis; CE = Cardioembolic 

stroke; SVS = lacunar or small vessel stroke.  
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Table II. Detailed p values for the association of the SNPs of 14q24.3 locus with 
WBCc in the Discovery cohort and a sub-cohort of patients with data collected 

within first 6h after stroke onset. 

SNP 
A
1 

A
2 

Discovery 

(n=2,064) 

Sub-cohort 

(n=1,438) 

MAF P value B±SE P value B±SE 

rs112106747 G A 0.016 3.57x10-8 0.67±0.12 1.27x10-7 0.81±0.15 

rs113898499 A G 0.016 1.54x10-7 0.64±0.12 7.73x10-7 0.76±0.15 

rs113492829 A G 0.016 1.67x10-7 0.63±0.12 8.84x10-7 0.74±0.15 

rs112809786 A G 0.017 6.89x10-7 0.59±0.12 4.97x10-6 0.66±0.14 

rs78476982 C T 0.016 1.54x10-7 0.64±0.12 7.73x10-7 0.76±0.15 

rs74995185 A G 0.016 2.86x10-7 0.63±0.12 1.06x10-6 0.77±0.16 
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Table III. Detailed p values for the association of the SNPs of 14q24.3 locus with 
stroke outcome. 

SNPs of 

14q24.3 
locus 

NIHSS at 24h 
(n = 1,802) 

3-month mRS 
(n = 1,951) 

AA Aa p-valuea AA Aa p-valueb 

rs112106747 8.13±7.84 9.70±7.83 0.068 2.45±2.05 2.58±2.16 0.610 

rs113898499 8.14±7.84 9.58±7.85 0.087 2.45±2.05 2.57±2.15 0.632 

rs113492829 8.14±7.85 9.58±7.70 0.067 2.45±2.05 2.56±2.13 0.655 

rs112809786 8.13±7.85 9.70±7.49 0.036 2.45±2.05 2.49±2.10 0.836 

rs78476982 8.14±7.84 9.58±7.85 0.087 2.45±2.05 2.57±2.15 0.632 

rs74995185 8.15±7.84 9.34±7.86 0.171 2.45±2.05 2.53±2.21 0.722 

Significant p values are in bold. NIHSS = National Institute of Helath Stroke Scale; mRS 

= modified Rankin Scale; AA = Homozygore reference allele group; Aa = heterozygote 

allele group; aa = homozygote allele group. aKruskal-Wallis Test, bChi-Square Test. 
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Table IV. List of previous described SNPs associated with WBCc in healthy 
population. 

SNP Locus Reference 
P value 

Discovery 

P 
value 

Joint 

rs4657616 IFI16 J. Li et al (2013)10 0.016 0.023 

rs2518564 AIM2 M.F. Keller et al. (2014)11 0.221 0.468 

rs2814778 DARC D.R. Crosslin et al. (2011)12; 

D. Jain et al. (2017)13 

0.961 0.961 

rs12075 DARC D.R. Crosslin et al. (2011)12 0.221 0.270 

rs114477531 HAAO D. Jain et al. (2017)13 NA NA 

rs6734238 IL1F10 M.F. Keller et al. (2014)11 0.609 0.604 

rs1449263 ITGA4 M.A. Nalls et al. (2011)14 0.094 0.166 

rs10932765 ARPC2 M.F. Keller et al. (2014)11 0.047 0.029 

rs9880192 C3orf27 M.A. Nalls et al. (2011)14 0.734 0.835 

rs4328821 C3orf27 M.A. Nalls et al. (2011)14; 

Y. Okada et al. (2011)15 

0.300 0.027 

rs549280 CXCL2 M.F. Keller et al. (2014)11 0.499 0.142 

rs1371799 MTHFD2L

, CXCL2 

A.P. Reiner et al. (2011)16 0.570 0.153 

rs2517510 HCG22 M.A. Nalls et al. (2011)14 0.211 0.262 

rs3094212 CDSN Y. Kamatani et al. (2010)17 0.097 0.076 

rs2524079 HLA-C M.A. Nalls et al. (2011)14; 

D. Jain et al. (2017)13 

0.007 0.004 

rs2853946 HLA-C M.F. Keller et al. (2014)11 0.014 0.016 

rs4895441 HBS1L Y. Kamatani et al. (2010)17; 

M.F. Keller et al. (2014)11 

0.935 0.244 

rs9402686 HBS1L M.F. Keller et al. (2014)11 0.904 0.229 

rs445 CDK6 Y. Kamatani et al. (2010)17; 

M.F. Keller et al. (2014)11; 

A.P. Reiner et al. (2011)16; 

Y. Okada et al. (2011)15 

NA NA 
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Table IV. Continuation. 

rs2380606 SLCO5A1 D. Jain et al. (2017)13 0.223 0.196 

rs2163950 CCDC26 M.F. Keller et al. (2014)11 0.538 0.428 

rs10098310 CCDC26 M.F. Keller et al. (2014)11; 

M.A. Nalls et al. (2011)14 

0.013 0.085 

rs10980800 LPAR1 M.A. Nalls et al. (2011)14 0.136 0.233 

rs12313946 RAP1B Y. Kamatani et al. (2010)17  0.104 0.152 

rs3859192 GSDMA D.R. Crosslin et al. (2011)12 0.168 0.065 

rs4065321 PSMD3 D.R. Crosslin et al. (2011)12; 

Y. Kamatani et al. (2010)17 

0.903 0.404 

rs4794822 PSMD3 M.F. Keller et al. (2014)11; 

M.A. Nalls et al. (2011)14; 

Y. Okada et al. (2011)15 

0.264 0.123 

rs8078723 CSF3, 

PSMD3 

M.A. Nalls et al. (2011)14 0.278 0.130 

rs2227336 MED24 D. Jain et al. (2017)13 0.270 0.126 

rs10411936 EPS15L1 M.A. Nalls et al. (2011)14 0.274 0.242 

 

  



  Publicaciones 

111 

SUPPLEMENTAL REFERENCES 

1.  Chung J-W, Park SH, Kim N, Kim W-J, Park JH, Ko Y, et al. Trial of ORG 10172 

in Acute Stroke Treatment (TOAST) classification and vascular territory of ischemic 

stroke lesions diagnosed by diffusion-weighted imaging. J. Am. Heart Assoc. 2014;3.  

2.  Heitsch L, Ibanez L, Carrera C, Pera J, Jimenez-Conde J, Slowik A, et al. Meta-

analysis of Transethnic Association (MANTRA) Reveals Loci Associated With 

Neurological Instability After Acute Ischemic Stroke. In: International Stroke 

Conference. 2017.  

3.  Mola-Caminal M, Carrera C, Soriano-Tárraga C, Giralt-Steinhauer E, Díaz-

Navarro RM, TUR SS, et al. PATJ Low Frequency Variants Are Associated With Worse 

Ischemic Stroke Functional Outcome. Circ. Res. 2019;124:114–120. 

4.  Wu O, Cloonan L, Mocking SJT, Bouts MJRJ, Copen WA, Cougo-Pinto PT, et 

al. Role of Acute Lesion Topography in Initial Ischemic Stroke Severity and Long-Term 

Functional Outcomes. Stroke 2015;46:2438–2444. 

5.  Das S, Forer L, Schönherr S, Sidore C, Locke AE, Kwong A, et al. Next-

generation genotype imputation service and methods. Nat. Genet. 2016;48:1284–1287.  

6.  Marchini J, Howie B, Myers S, McVean G, Donnelly P. A new multipoint method 

for genome-wide association studies by imputation of genotypes. Nat. Genet. 

2007;39:906–913. 

7.  Burton PR, Clayton DG, Cardon LR, Craddock N, Deloukas P, Duncanson A, et 

al. Genome-wide association study of 14,000 cases of seven common diseases and 3,000 

shared controls. Nature. 2007;447:661–678. 

8.  Marchini J, Howie B. Genotype imputation for genome-wide association studies. 

Nat. Rev. Genet. [Internet]. 2010;11:499. Available from: 

https://doi.org/10.1038/nrg2796 

9.  Lonsdale J, Thomas J, Salvatore M, Phillips R, Lo E, Shad S, et al. The Genotype-

Tissue Expression (GTEx) project. Nat. Genet. 2013;45:580–585. 



Nuria P Torres-Águila   

112 

10.  Li J, Glessner JT, Zhang H, Hou C, Wei Z, Bradfield JP, et al. GWAS of blood 

cell traits identifies novel associated loci and epistatic interactions in Caucasian and 

African-American children. Hum. Mol. Genet. 2013;22:1457–1464. 

11.  Keller MF, Reiner AP, Okada Y, van Rooij FJA, Johnson AD, Chen M-H, et al. 

Trans-ethnic meta-analysis of white blood cell phenotypes. Hum. Mol. Genet. 

2014;23:6944–6960. 

12.  Crosslin DR, McDavid A, Weston N, Nelson SC, Zheng X, Hart E, et al. Genetic 

variants associated with the white blood cell count in 13,923 subjects in the eMERGE 

Network. Hum. Genet. 2012;131:639–652. 

13.  Jain D, Hodonsky CJ, Schick UM, Morrison J V, Minnerath S, Brown L, et al. 

Genome-wide association of white blood cell counts in Hispanic/Latino Americans: the 

Hispanic Community Health Study/Study of Latinos. Hum. Mol. Genet. 2017;26:1193–

1204. 

14.  Nalls MA, Couper DJ, Tanaka T, van Rooij FJA, Chen M-H, Smith A V., et al. 

Multiple Loci Are Associated with White Blood Cell Phenotypes. PLoS Genet. 

2011;7:e1002113. 

15.  Okada Y, Hirota T, Kamatani Y, Takahashi A, Ohmiya H, Kumasaka N, et al. 

Identification of Nine Novel Loci Associated with White Blood Cell Subtypes in a 

Japanese Population. PLoS Genet. 2011;7:e1002067. 

16.  Reiner AP, Lettre G, Nalls MA, Ganesh SK, Mathias R, Austin MA, et al. 

Genome-wide association study of white blood cell count in 16,388 African Americans: 

the continental origins and genetic epidemiology network (COGENT). PLoS Genet. 

2011;7:e1002108. 

17.  Kamatani Y, Matsuda K, Okada Y, Kubo M, Hosono N, Daigo Y, et al. Genome-

wide association study of hematological and biochemical traits in a Japanese population. 

Nat. Genet. 2010;42:210–215. 

 

  



  Publicaciones 

113 

 

 



Nuria P Torres-Águila   

114  

  



  Discusión 

115 

 

 

DISCUSIÓN 

  



Nuria P Torres-Águila   

116  

  



  Discusión 

117 

5. Discusión 
Los resultados de los trabajos que componen esta tesis indican primero, que es 

posible encontrar nuevos factores de riesgo genéticos para ictus isquémico utilizando 

cohortes geográficamente homogéneas y segundo, que el análisis de endofenotipos puede 

ser una herramienta útil para encontrar nuevos factores de riesgo genéticos asociados al 

pronóstico del ictus isquémico.  

Pese a que tener un gran tamaño muestral se ha demostrado fundamental para 

encontrar resultados significativos en los estudios GWAS, aumentar la homogeneidad de la 

muestra, aunque sea reduciendo drásticamente el número de pacientes a analizar, puede 

ser una herramienta útil para encontrar factores de riesgo genético en determinados casos, 

por ejemplo, al buscar factores de riesgo genético en poblaciones concretas. Así pues, tanto 

el uso de cohortes homogéneas a nivel geográfico (hipótesis 1) como analizar una variable 

menos multifactorial como son los endofenotipos (hipótesis 2), permiten aumentar el poder 

estadístico de los análisis GWAS al reducir la heterogeneidad y facilita el descubrimiento de 

nuevos factores genéticos asociados al ictus isquémico. 

5.1. Factores genéticos de riesgo en el ictus isquémico 
Encontrar nuevos factores de riesgo genéticos asociados al ictus isquémico es 

importante por varias razones, entre las que destacan el descubrimiento de nuevas dianas 

terapéuticas, la implementación de nuevos tratamientos resultantes del reposicionamiento 

de fármacos o la mejora de las predicciones de riesgo añadiendo los factores genéticos a 

las escalas de predicción clínica como el REGICOR, por ejemplo. Asimismo, para poder 

alcanzar estos hitos, es necesario entender las implicaciones biológicas que tiene el factor 

génico de riesgo, ya sea a nivel de regulación genética o a nivel de funcionalidad proteica. 

En el artículo 4.1 de la presente Tesis se ha realizado un GWAS con 5.227 controles y 

1.752 casos, y se ha utilizado la cohorte internacional del MEGASTROKE45 como primera 

replicación y una segunda cohorte española independiente de 1.720 participantes como 

segunda replicación. Utilizando esta estrategia de GWAS caso-control de tres etapas, se ha 

descrito por primera vez un factor genético de riesgo específico de población española, 

cumpliendo así con los objetivos 1 y 2 de la presente Tesis, los cuales estaban enfocados en 

el descubrimiento de nuevos factores genéticos de riesgo para el ictus isquémico. 

Concretamente, en este trabajo se describe el SNP rs34324185 como factor de riesgo 

genético para el ictus de tipo lacunar y, además, se demuestra que dicho factor afecta a los 

niveles de expresión del gen candidato MAN2B1 (los individuos con el alelo de riesgo del 

SNP rs34324185 presentaban mayor expresión de MAN2B1). Además, los estudios 

funcionales descritos en el manuscrito 8.1, demuestran que la enzima α-manosidasa 
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lisosomal, codificada en el gen MAN2B1, es más activa en los pacientes con ictus lacunar 

que en pacientes de otras etiologías o individuos sanos (objetivo 3 de la Tesis), abriendo la 

posibilidad de utilizar esta proteína como biomarcador de ictus lacunar. Estos resultados 

proporcionan nueva información sobre la fisiopatología del ictus isquémico lacunar. 

El ictus lacunar se produce por la obstrucción de un vaso pequeño del sistema 

circulatorio cerebral. Este subtipo de ictus puede ser producido por mecanismos 

relacionados o no con los vasos sanguíneos pequeños. Los mecanismos de pequeño vaso 

conocidos son la disfunción endotelial y la degradación de la barrera hematoencefálica (BBB, 

del inglés ‘blood-brain barrier’)81. El ictus lacunar causado por estos mecanismos se 

caracteriza por la presencia de lipohialinosis, el cual causa pequeñas hemorragias, 

agrandamiento de la pared de los vasos y presencia de depósitos de fibrinoides; además, 

este tipo de ictus lacunar es probable que esté relacionado con la presencia de 

híperintensidades de sustancia blanca (WMH, del inglés ‘white matter hyperintensities’). 

Asimismo, los posibles mecanismos no relacionados con los vasos sanguíneos pequeños 

son la aterosclerosis y la fibrilación auricular81. Estos mecanismos suelen causar un ictus 

lacunar de mayor tamaño que los causados por mecanismos de pequeño vaso, además, la 

asociación con la presencia de WMH es menos clara. 

Por lo que respecta a MAN2B1, este gen codifica para la enzima α-manosidasa 

lisosomal. Esta enzima es miembro de la familia 38 de las glicosil-hidrolasas y es necesaria 

para el catabolismo de los carbohidratos ligados a nitrógeno liberados durante el recambio 

de glucoproteínas. La α-manosidasa lisosomal se localiza en el lumen del lisosoma e 

hidroliza los residuos terminales de α-D-manosa en α-D-manósidos. 

Es posible observar una conexión entre lisosoma y enfermedad de pequeño vaso y/o 

ictus lacunar. Los genes que codifican a Catepsin A (CTSA) y adenosina desaminasa 2 (ADA2) 

están relacionados con enfermedades de pequeño vaso. En concreto, mutaciones en estos 

genes causan las enfermedades monogénicas CARASAL y DADA2, respectivamente, que 

afectan al sistema de pequeño vaso cerebral. Además, las proteínas codificadas en estos 

genes también se encuentran localizados en el lumen del lisosoma82, donde también se 

localiza la proteína Man2b1. Asimismo, un estudio previo también demostró que la 

sobreexpresión de MAN2C1, otro miembro de la familia 38 de las glicosil-hidrolasas parálogo 

de MAN2B1, provocaba la subglicosilación de las proteínas y la regulación positiva de la vía 

de degradación asociada al retículo endoplasmático83 pudiendo afectar a las proteínas 

estructurales. 

Teniendo en cuenta la información previa, es plausible que el papel de MAN2B1 en el 

ictus lacunar esté relacionado con los dos mecanismos de pequeño vaso descritos para esta 

patología. Por una parte, MAN2B1 puede estar causando un malfuncionamiento del 
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lisosoma y afectando a las células del endotelio (disfunción endotelial), aumentando así el 

riesgo de ictus lacunar; y, por otra parte, MAN2B1 puede estar promoviendo la degradación 

de la BBB mediante la subglicosilación de las proteínas estructurales de la BBB, actuando 

de manera similar que MAN2C183, y desencadenando así el ictus lacunar. No obstante, el 

papel del lisosoma en las enfermedades de pequeño vaso que no sean enfermedades 

monogénicas, y/o en el ictus lacunar aún está por determinar. 

Por otra parte, durante los últimos años se han descrito diversos biomarcadores para 

identificar los ictus de tipo lacunar84. Sin embargo, actualmente ninguno está siendo 

aplicado en la práctica clínica.  

La actividad enzimática α-manosidasa está claramente diferenciada entre subtipos de 

ictus, siendo muy elevada en ictus de tipo lacunar, y se puede medir en 30 min en una 

muestra de plasma del paciente. En base a esto, es posible que el ensayo enzimático de la 

actividad α-manosidasa sea un buen biomarcador para distinguir a los pacientes con ictus 

isquémico aterotrombótico y/o cardioembólico de los pacientes con ictus lacunar. Asimismo, 

esta posible aplicación requiere de más ensayos funcionales que prueben la eficacia, 

sensibilidad y especificidad de este ensayo en la diferenciación de los diferentes subtipos 

de ictus. También, puesto que el ictus lacunar comparte características de su patología con 

el ictus hemorrágico, sería interesante analizar la actividad de esta enzima en el ictus 

hemorrágico para determinar si también tiene relación con esta patología y si es posible 

utilizarlo como biomarcador para diferenciar este tipo de ictus. 

5.2. Endofenotipos en el pronóstico del ictus isquémico 
El pronóstico del ictus isquémico es variado y está influenciado por gran cantidad de 

factores. En la literatura actual hay gran cantidad de estudios que reportan la asociación de 

diversas variables clínicas con el pronóstico del ictus isquémico, presentando a veces 

resultados contradictorios.  

Asimismo, una de las variables con mayor influencia en el pronóstico final del paciente 

es la evolución durante la fase aguda del ictus. Por ello, si se quiere mejorar el pronóstico 

final de esta enfermedad, analizar los factores que influyen en la evolución de los pacientes 

durante la fase aguda y subaguda del ictus es relevante desde un punto de vista clínico. 

En este trabajo se ha realizado una revisión sistemática de los principales factores, 

tanto clínicos como genéticos, asociados al pronóstico durante la fase aguda del ictus 

isquémico (objetivo 4 de la Tesis). Los resultados de dicha revisión se han publicado en el 

artículo 4.2 de la presente Tesis. Los artículos incluidos en la revisión estudiaban el 

pronóstico durante la fase aguda del ictus a nivel funcional, medido mediante la escala mRS, 
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y/o a nivel neurológico, medido mediante la escala NIHSS o la escala neurológica 

canadiense. 

De entre las variables clínicas revisadas, aquellas que tienen una asociación más 

relevante con el pronóstico durante la fase aguda del ictus son: los niveles de glucosa en 

sangre (o la diabetes mellitus), la presión sanguínea, la fibrilación auricular, el tratamiento 

con estatinas previo al ictus, la severidad inicial del ictus, la realización de tratamientos en 

fase aguda (trombectomía mecánica o trombólisis), padecer una complicación neurológica 

severa (hematoma parenquimatoso) y los niveles de células inmunes.  

Estas variables se pueden obtener fácilmente durante las primeras horas de ingreso 

del paciente. Así pues, pueden ser de gran utilidad para predecir el estado final del paciente. 

Concretamente, los niveles de células inmunes se asocian de manera independiente con el 

estado neurológico del paciente32 (NIHSS a las 24h post-ictus) y con el deterioro 

neurológico85,86 (diferencia de NIHSS entre basal y 24h). Además, al ser una variable que se 

recoge de manera sistemática en la entrada a urgencias de los pacientes, esto facilita la 

disponibilidad de los datos de cara a realizar futuros estudios. Sin embargo, aún existen gran 

cantidad de variables clínicas cuya asociación al pronóstico del paciente no es concluyente, 

poniendo de manifiesto la necesidad de realizar mayor investigación en este tema. 

Respecto a los factores genéticos asociados al pronóstico durante la fase aguda del 

ictus, estos no han sido estudiados en profundidad en la actualidad. Existen diversos genes 

candidatos reportados en diferentes estudios basados en estrategias de análisis de gen 

candidato. Sin embargo, ninguno ha sido adecuadamente validado con excepción del 

polimorfismo rs20417 situado en el gen COX-2, el cual se ha reportado asociado al deterioro 

neurológico en dos estudios independientes87,88.  

Una mejor estrategia para encontrar nuevos factores genéticos asociados al 

pronóstico del ictus isquémico es la realización de estudios GWAS, pero actualmente no 

existe ningún estudio que analice el pronóstico durante la fase aguda del ictus isquémico. 

No obstante, dos estudios GWAS que analizaron el pronóstico funcional del paciente al tercer 

mes48,49, encontraron potenciales genes asociados con el grado de discapacidad post-ictus, 

demostrando la utilidad de este tipo de estudios genéticos para este campo.  

Así pues, la revisión realizada recoge los factores clínicos que intervienen en el 

pronóstico durante la fase aguda del paciente, determina endofenotipos importantes del 

mismo, y pone de manifiesto la necesidad de realizar más estudios en este campo, 

incluyendo estudios genéticos que analicen el genoma completo de los pacientes. 
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5.3. Factores genéticos para el pronóstico del ictus isquémico 
Encontrar nuevos factores genéticos asociados al pronóstico del ictus isquémico tiene 

una gran utilidad de cara a desvelar las moléculas, proteínas y vías metabólicas implicadas 

en este proceso. Con esa información sería posible encontrar nuevos fármacos para 

estimular una mayor recuperación del paciente. Asimismo, la heterogeneidad y el origen 

multifactorial del pronóstico del ictus dificulta la realización de GWAS sobre esta variable y 

eleva el número de pacientes necesarios para los análisis genéticos de asociación. Una 

posible estrategia para solventar este problema es analizar de manera individual factores 

específicos asociados al pronóstico del ictus (endofenotipos). 

En el artículo 4.3 se ha profundizado en la implicación del contenido de células 

inmunológicas en sangre en el pronóstico durante la fase aguda del ictus isquémico, puesto 

que es uno de los endofenotipos asociados al mismo. Concretamente, se ha realizado un 

GWAS del número de leucocitos durante la fase agudo a del ictus en 2.064 pacientes y se 

han replicado los resultados en una segunda cohorte independiente de 407 pacientes. El 

objetivo de este estudio era encontrar posibles factores de riesgo genéticos asociados al 

pronóstico durante la fase aguda del ictus isquémico por estar modificando una variable 

asociada a dicho pronóstico. 

En este artículo se describe la asociación del locus 14q24.3 con número de células 

inmunes durante la fase aguda del ictus isquémico. Estos resultados representan una 

novedad en este campo puesto que el locus 14q24.3 no ha sido previamente descrito en los 

GWAS realizados que analizaban los factores genéticos asociados con el número de 

leucocitos en población sana o en cohortes que presentaban otro tipo de patologías 

diferentes al ictus. Además, los análisis in silico realizados en este trabajo demuestran la 

asociación de este locus con loci característicos de expresión cuantitativa o eQTL (del inglés, 

‘expression Quantitative Trait Loci’) de dos genes, acil-CoA tioesterasa 1 (ACOT1) y 

prostaglandina reductasa 2 (PTGR2), convirtiéndolos en dos nuevos genes candidatos para 

la regulación de la proliferación de leucocitos durante la fase aguda del ictus isquémico.  

Concretamente, los individuos portadores del alelo de riesgo asociado a mayor número 

de células inmunes presentan el gen ACOT1 sobre-expresado en la glándula suprarrenal, 

mientras que PTGR2 se ve infra-expresado en tejido tiroideo. Por una parte, ACOT1 interviene 

en la regulación del metabolismo de lípidos, mientras que PTGR2 está asociado al 

metabolismo de las prostaglandinas; además, ambos genes interactúan con diferentes 

miembros de la familia de receptores activados por proliferador de peroxisoma (PPAR, del 

inglés ‘peroxisome proliferator activated receptor’), los cuales han sido descritos en la 

activación y proliferación de algunas células inmunes89. Asimismo, pese a que los eQTL de 

ambos genes se han encontrado en tejidos diferentes al tejido sanguíneo, en la literatura se 
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ha descrito la regulación negativa de PTGR2 en monocitos de pacientes con leucemia90, 

consensuando con los resultados obtenidos para este gen. 

Adicionalmente, en el artículo 4.3 también se describe la asociación del polimorfismo 

rs112809786, perteneciente al locus 14q24.3, con el pronóstico neurológico agudo del 

ictus isquémico. Concretamente, el grupo de pacientes portadores del alelo de riesgo 

asociado a mayor número de células inmunes presentaba una media de NIHSS a las 24h 

mayor que el grupo con el alelo de no-riesgo. Pese a que para este polimorfismo no se 

encontraron eQTL significativamente asociados, los demás polimorfismos del locus 14q24.3 

sí se asociaron a eQTL de ACOT1 y PTGR2, por lo que es posible que el SNP rs112809786 

también esté alterando la expresión de ambos genes teniendo impacto en el pronóstico 

neurológico tras el ictus isquémico. La asociación encontrada entre el polimorfismo 

rs112809786 y el estado neurológico agudo del paciente demuestra la utilidad de los 

análisis génicos de endofenotipos para encontrar nuevos factores de riesgo genéticos 

asociados al pronóstico del ictus isquémico (objetivo 5 de la presente Tesis).  

Sin embargo, aún es necesario profundizar en la investigación de ambos genes para 

determinar cómo afectan a la proliferación de los leucocitos en la fase aguda del ictus 

isquémico y su potencial influencia en el deterioro neurológico del paciente. Asimismo, 

también es necesario continuar con la investigación respecto al polimorfismo rs112809786 

para determinar cómo influye éste en la evolución neurológica del ictus isquémico y si tiene 

relación con los genes candidatos del locus. 

Así pues, los resultados obtenidos en el artículo 4.3 validan la estrategia de análisis 

génico de endofenotipos asociados al pronóstico del ictus isquémico como una buena 

estrategia para encontrar nuevos factores genéticos asociados al pronóstico del paciente. 

Esto abre la posibilidad de realizar otros estudios GWAS centrados en otros endofenotipos 

relevantes y mencionados en el artículo 4.2, con el objetivo de encontrar nuevos factores 

genéticos asociados al pronóstico neurológico y funcional del ictus isquémico. 
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6. Conclusiones 
1. Se ha identificado el polimorfismo rs34324185 como nuevo factor de riesgo específico 

de población española para ictus de tipo lacunar y se ha validado en población 

internacional. 

1.1. La utilización de poblaciones homogéneas aumenta el poder estadístico de los 

análisis genómicos al disminuir la heterogeneidad del trasfondo genético. 

2. Los análisis funcionales identifican a MAN2B1 como el gen candidato del locus asociado 

con el ictus lacunar. 

3. Los endofenotipos claramente asociados al pronóstico durante la fase aguda del ictus 

isquémico son: los niveles de glucosa en sangre, la presión sanguínea, la fibrilación 

auricular, el tratamiento con estatinas previo al ictus, la severidad inicial del ictus, la 

realización de tratamientos en fase aguda, padecer una complicación neurológica severa 

y el número de leucocitos. 

4. Se ha identificado un nuevo factor genético asociado al pronóstico del ictus mediante el 

análisis genético del número de leucocitos durante la fase aguda del ictus. 

4.1. Hemos descrito un nuevo locus (14q24.3) asociado al número de células inmunes 

en pacientes con ictus isquémico, no descrito previamente en población sana. 

4.2. El polimorfismo rs20417, perteneciente al locus 14q24.3, se asocia al estado 

neurológico durante la fase aguda del ictus isquémico. 

4.3. El análisis genético de endofenotipos es una nueva estrategia para descubrir 

nuevos factores genéticos asociados al pronóstico durante la fase aguda del ictus. 
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