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SOMMARIO DELLE ATTIVITA SVOLTE DURANTE IL CORSO
DELLA SCUOLA DI DOTTORATO IN SCIENZE BIOMEDICHE: TEMI
DI RICERCA SVILUPPATI, RISULTATI SCIENTIFICI E STATO
DELLE PUBBLICAZIONI

Durante 1 due anni di dottorato ho frequentato presso il Centro Ipertensione
delle Cliniche Universitarie di Sassari partecipando alla raccolta dati
riguardanti lo studio oggetto del mio dottorato di ricerca. Ho inoltre
partecipato ad altri progetti di ricerca, effettuato pubblicazioni in extenso e

presentato abstract e poster in numerosi congressi italiani ed europei.

1. La farmacogenomica dei beta-bloccanti

Lo scopo principale di questo studio ¢ cercare le varianti genetiche di
risposta pressoria in seguito al trattamento con beta bloccanti (atenololo). Il
progetto di ricerca ha previsto ’arruolamento di 435 pazienti ipertesi, con
ipertensione arteriosa non trattata. E’ stato effettuato un follow-up di 8
settimane durante il quale il paziente ¢ stato monitorizzato riguardo 1 valori
pressori ed ¢ stata esclusa una ipertensione secondaria. Alla visita di start-up, 1
pazienti hanno firmato il consenso informato e autorizzato il prelievo per
I’analisi del DNA. E’ stato prelevato un campione di sangue per ’analisi
genetica e dopo il periodo di follow-up il paziente ha iniziato il trattamento
con Atenololo 50 mg (bid). 1 valori della pressione arteriosa sono stati
rivalutati a 4 settimane. Per D’analisi genetica ¢ stato utilizzato 1’Illumina
Human 1M-Duo array (Illumina Inc, San Diego, USA) per 82 pazienti e I’
[Mlumina Human Omni Express array per 352 pazienti. E’ stato eseguito un
controllo di qualita (utilizzando il software PLINK) del campione sottoposto a
genotipizzazione prima di effettuare 1’analisi di associazione. Dopo controllo
di qualita il campione risulta composto da 403 pazienti, 189 maschi e 214

femmine. Abbiamo analizzato le variazioni della pressione arteriosa sistolica
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e diastolica e della frequenza cardiaca a quattro settimane di trattamento con
atenololo. Per valutare I’associazione tra genotipo e fenotipo sono state
eseguite 3 regressioni lineari sotto un modello additivo (implementato in
Mach2qtl). Per identificare 1 polimorfismi associati al ASBP4, ADBP4 e AHR
¢ stata effettuata una analisi di regressione lineare corretta per sesso, eta,
indice di massa corporea, SBP basale, DBP basale, HR basale, aldosterone
plasmatico, attivita della renina plasmatica e per le componenti principali
PCs. Sono stati identificati 431 SNPs associati al ASBP4 (p-value < 107), 561
SNPs associati al ADBP4 (p-value < 10”) e 383 SNPs al AHR (p-value <10’
>). Sono stati eliminati poi gli SNPs che erano in linkage disequilibrium (r* >
0.8) e gli SNPs localizzati in regioni deserte. Sono quindi stati individuati 5
SNPs associati al ASBP4, 6 SNPs al ADBP4 e 3 SNPs al AHR.
Successivamente abbiamo condotto una revisione della mappa funzionale di
ogni polimorfismo per mettere in luce una relazione tra questi geni e la loro
funzione, direttamente o indirettamente correlati alla regolazione della
pressione arteriosa. I risultati ottenuti hanno consentito di identificare diversi
geni coinvolti nella risposta al trattamento anti-ipertensivo. Attualmente
I’analisi statistica ¢ stata completata e sono in corso di definizione le “mappe
funzionali” dei polimorfismi genici associati al fenotipo in esame con alto
livello di p-value: ¢ in preparazione il manoscritto da inviare ad una rivista

scientifica ad alto “fattore di impatto™.

2. Studio prospettico multicentrico “Arapacis”.  ClinicalTrials.gov
Identifier: NCTO01161251. Ruolo: Sub-Investigator (Arapacis Study
Investigators Group). ARAPACIS (Atrial fibrillation Registry for Ankle-
Brachial Index Prevalence Assessment: Collaborative Italian Study).
Registro nazionale di pazienti con fibrillazione atriale per la valutazione
dell’arteriopatia periferica: studio prospettico multicentrico. Ambulatorio

Ipertensione, Cliniche Universitarie, Sassari (Dir. Prof. Nicola Glorioso).
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La costituzione del registro ARAPACIS ¢ stato il frutto di un lavoro
collaborativo fra diversi Centri di Ricerca nazionali ed ha generato lavori

scientifici pubblicati su riviste scientifiche internazionali.

3. Studio Osservazionale “Epidemiologia del trauma in Sardegna” (2014).
Ruolo: Principal Investigator. Studio multicentrico osservazionale per il
monitoraggio epidemiologico ed assistenziale, volto alla creazione e
gestione di un Registro Traumi Gravi Regionale in Sardegna
(Responsabile. Dr.ssa Giada Melis). La ricerca ¢ stata condotta su un
campione di 64625 pazienti consecutivi afferiti ai principali Pronto
Soccorso della regione nell’anno 2012; 1 dati, acquisiti mediante
autorizzazione nominativa dell’Assessorato dell’Igiene e Sanita e
dell’Assistenza Sociale della Regione Autonoma della Sardegna,
riguardano tutti gli accessi per Traumatismi ai seguenti presidi di Pronto
Soccorso: Ospedale SS. Trinita (Cagliari), Ospedale Marino (Cagliari),
Ospedale San Michele Brotzu (Cagliari), Ospedale San Giuseppe (Isili),
Ospedale San Marcellino (Muravera), Ospedale San Martino (Oristano),
Ospedale G.P. Delogu (Ghilarza), Ospedale A.G. Mastino (Bosa),
Ospedale San Francesco (Nuoro), Ospedale SS. Annunziata (Sassari).

Analisi statistica in corso.

4. Studio Epidemiologico Retrospettivo Spontaneo relativo agli accessi al
Dipartimento di Emergenza Urgenza SS. Annunziata Sassari (2015)
(Autorizzazione del Comitato Etico dell’ASL di Sassari con Delibera
Protocollo n°® 2132, 13/01/2015). Ruolo: Principal Investigator. Studio
retrospettivo volto a descrivere la natura, la frequenza, e le caratteristiche
del paziente, di tutte le eta, in condizioni critiche, mediante acquisizione

e valutazione di dati clinico-epidemiologici. Raccolta dati in corso.
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5. Ho svolto inoltre studi preliminari sugli accessi in Pronto Soccorso
(P.O.SS.Trinita Cagliari, P.O. SS.Annunziata Sassari) riguardanti i
pazienti acuti con diverse problematiche. Alcuni di questi lavori sono
stati accettati come lavori in extenso, nonché abstract e poster in diversi

Congressi italiani ed europei.
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ABSTRACT

Aim: Hypertension is a common disorder associated with increased
cardiovascular morbidity and mortality. Pharmacogenomics seeks for genetic
predictors of drug response. Aim of this study is to look for gene variations
associated with blood pressure response to beta-blockers.

Methods: 403 (M=46.9%; F=53.1%; mean age 51.7£11.4yrs) untreated
Sardinian hypertensive patients were enrolled at the Hypertension Center,
University of Sassari. A 8-weeks follow-up to assess the presence of the
disease and secondary hypertension. Genomic DNA was extracted from the
peripheral blood collected at week O (start treatment with atenolol 50mg
b.i.d). [llumina HumanIM-Duo and OmniExpress array were used for
genotyping. To assess genotype-phenotype association a linear regression
analysis on SBP4 under an additive model, adjusted for sex, age, basal
SBP/HR/BMI was performed.

Results: statistically significant differences between baseline and the first
follow-up at 4-weeks of treatment are reported. Systolic pressure varied
significantly after 4 weeks of treatment: mean values 159+15 mmHg
(baseline) vs. 13617 mmHg (4-weeks). 431 SNPs has been identified: out of
these, 183 showed significant delta-SBP4; a similar set of analysis has been
conducted with regard to delta-DBP and heart rate. Then we have conducted a
review of functional mapping of each gene polymorphism to highlight a
possible relationship between these genes and their functional pathways
directly or indirectly involved in the regulation of blood pressure. Some genes
found have shown a physiological mechanisms involved in blood pressure
regulation.

Conclusion: Our preliminary data identified several genes involved in the
response to antihypertensive drug treatment: theses findings could allow new

gene-targeted treatments.
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1. INTRODUZIONE

1.1 L’ipertensione arteriosa

L’ipertensione arteriosa nella sua forma “essenziale” ¢ una malattia
dell’adulto poligenica e multifattoriale da interazione geni-ambiente. Essa ¢
attualmente il maggiore fattore di rischio modificabile per le malattie
cardiovascolari e lo stroke' e se non controllata & associata ad una
incrementata mortalita®.

Numerosi studi dimostrano che un corretto e tempestivo trattamento risulta
indispensabile per ridurre I’incidenza di infarto miocardico, insufficienza
cardiaca, stroke e insufficienza renale nonché per ridurre in maniera incisiva
la mortalita conseguente alle complicanze legate a tale patologia® .

Per ogni aumento di 20 mmHg della pressione arteriosa sistolica a partire
da 115 mmHg, di 10 mmHg nella pressione diastolica a partire da 75 mmHg,
la mortalita per cardiopatia ischemica e ictus sono raddoppiati’.

La frazione attribuibile della popolazione (PAF: proporzione di
popolazione che eviterebbe la malattia se fosse rimosso il fattore di rischio)
per mortalita da malattie cardiovascolari ¢ il seguente: 40.6% per
ipertensione; 13.7% per fumo di sigaretta; 13.2% per dieta carente; 11.9% per
scarsa attivitd fisica e 8.8% per iperglicemia’. Cio significa che il
raggiungimento di valori pressori ottimali porterebbe a una riduzione di
mortalita per CAD di circa il 40%.

Questo concetto viene anche sottolineato da Farley et al. secondo 1l quale,
in USA, un incremento anche di solo il 10% nel trattamento dell’ipertensione
arteriosa porterebbe a prevenire 14000 morti ogni anno’.

Tra gli adulti ipertesi circa 1’82% sono consapevoli della loro condizione e
il 75% assumono farmaci anti-ipertensivi, ma solo il 53% di questi hanno

raggiunto i livelli target®.
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Il trattamento dell’ipertensione arteriosa deve quindi prevedere un
approccio multidisciplinare che comprenda una modificazione dello stile di
vita, una facilita di accesso alle cure con adeguato follow-up e soprattutto un
adeguato trattamento farmacologico. La modificazione dello stile di vita deve
essere iniziata subito in tutti 1 pazienti affetti da ipertensione arteriosa e deve
prevedere oltre a una riduzione del peso corporeo, una dieta adeguata ricca di
frutta e vegetali e povera di grassi soprattutto saturi, la riduzione dell’introito
di sodio (meno di 2.4 mg/die), attivita fisica e riduzione dell’introito di
alcool'.

Malgrado la modificazione dello stile di vita e la disponibilita di molte
opzioni terapeutiche spesso non si arriva al raggiungimento del target
pressorio neanche con la politerapia. In linea generale, 1 dati suggeriscono che
il controllo della pressione arteriosa interessa meno del 50% nonostante la

maggior parte dei pazienti siano trattati farmacologicamente’.
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1.2 La farmacogenomica

L’ipertensione arteriosa & un fattore ereditabile'’, la cui espressione fenotipica
viene influenzata da fattori biologici e stimoli ambientali. Anche la risposta
alla terapia farmacologica puo essere influenzata dal patrimonio genetico
dell’individuo. Allo stato attuale esistono in letteratura numerose
dimostrazioni di varianti geniche coinvolte nel determinismo e nel
mantenimento dell’ipertensione arteriosa essenziale'»'>'>!*!>16:17,

Qualunque farmaco, una volta introdotto nell’organismo, va incontro a una
serie di trasformazioni che comprendono metabolizzazione, attivazione,
coniugazione, trasporto, distribuzione e infine eliminazione. In tutti questi
processi o anche in una singola tappa vi puo essere il coinvolgimento di uno o
piu geni polimorfici la cui variabilita influenza nel complesso la risposta a
quel farmaco.

La variabilita individuale della risposta ad un farmaco ¢ dovuta a fattori
fisiologici (eta, sesso, peso corporeo); patologici (interessanti funzionalita
epatica e renale implicate nel metabolismo del farmaco); ambientali (dieta,
alcool, politerapia che interessi le stesse vie metaboliche) e genetici. Le
variazioni qualitative o quantitative della risposta a un farmaco riguardano
non solo I’effetto terapeutico, ma anche gli effetti avversi. La ricerca genetica
ha portato all’individuazione di diversi loci contenenti geni implicati nei
meccanismi di regolazione o riguardanti la fisiologia della pressione
arteriosa' .

I metodi di analisi genetica possono essere condotti identificando 1 geni
bersaglio del farmaco o 1 geni coinvolti in qualsiasi sua tappa all’interno
dell’organismo conoscendone il meccanismo fisiologico e le proteine
coinvolte. Un’altra metodica prevede il metodo della genetica inversa,
secondo il quale si “deduce” la proteina dalla sequenza del genoma, dopo che

¢ stata localizzata sul cromosoma.

Giada Melis, “Pharmacogenomics of Beta-Blockers”, Tesi di dottorato in Fisiopatologia Medica,
Universita degli Studi di Sassari

11



Gli studi di genetica applicata alla farmacologia furono iniziati negli anni *50
da Arno Motulsky conosciuto come il padre della farmacogenomica il quale
sosteneva che le reazioni ad alcuni farmaci potevano essere causate da
caratteristiche genetiche'’. Successivamente nel 1959 Friedrich Vogel
introdusse il concetto di “farmacogenetica” intendendola come lo studio della
variabilita individuale di risposta ad un farmaco dovuta a fattori genetici
ereditari, negli individui o a livello di popolazione.

La farmacogenomica, ¢ uno strumento che consente di scegliere il farmaco
che su quell’individuo abbia la massima efficacia con il minor rischio di
effetti collaterali, utilizzando le informazioni genetiche (in particolare quelle
inerenti 1 polimorfismi a carico degli enzimi del metabolismo dei farmaci e
dei recettori) e incrociandole con i dati clinici e di popolazione’.

I geni che influenzano la risposta a un farmaco possono essere:

1. Geni codificanti per proteine coinvolte nella biodisponibilita del
farmaco come ad esempio trasportatori o enzimi del metabolismo
(farmacocinetica)

2. Geni per il bersaglio terapeutico del farmaco come ad esempio
recettori, canali ionici, proteine regolatrici, enzimi, etc
(farmacodinamica)

Tali geni nell’ambito della popolazione possono essere polimorfici, cioe

presentare varianti alleliche, dovute a inserzioni, delezioni, amplificazioni,

traslocazioni, sostituzioni di basi (polimorfismi a singoli nucleotidi SNPs) o

variazioni nel numero dei tandem repeats. In particolare, si definisce

polimorfico un gene che si presenta in diverse varianti con una frequenza che
¢ superiore a quella del tasso di mutazione spontanea.

Tali polimorfismi genici, presenti nell’1% della popolazione possono,

nell’ambito della farmacogenomica, dar luogo a prodotti (enzimi, recettori,

etc) con diversa attivita metabolica o con diversa affinita per il farmaco. La
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variabilita genica puod riguardare non solo un singolo nucleotide (SNP), ma

anche diversi nucleotidi o addirittura ampi tratti di DNA.

1.3 La farmacogenomica dell’ipertensione

La variabilita di risposta al trattamento anti-ipertensivo ¢ stata osservata da

molto tempo**'

. Considerati gli alti costi di gestione e la mortalita correlata
all’ipertensione arteriosa, come gia sottolineato precedentemente, la ricerca
sta rivolgendosi a studi di farmacogenomica che consentano di
individualizzare la terapia farmacologica (la terapia giusta al paziente giusto).
Allo stato attuale 1 farmaci anti-ipertensivi studiati prevalentemente con studi

di farmacogenomica sono gli inibitori dell’enzima convertente 1’angiotensina

(ACE-inibitori), 1 diuretici tiazidici, 1 sartani e 1 beta bloccanti.

1.4 Gli ACE-inibitori

Il meccanismo di questi farmaci ¢ determinato dall’inibizione dell’enzima di
conversione dell’Angiotensina I nella sua forma attiva (Angiotensina II).
L’angiotensina II, esplica numerosi effetti che si traducono in un incremento
della pressione arteriosa:
a. determina effetto vasocostrittore sulla muscolatura liscia vascolare
b. modula la liberazione di noradrenalina con conseguente azione
vasocostrittrice da stimolazione adrenergica

stimola la proliferazione vasale delle cellule lisce muscolari

& °

attiva la sintesi di aldosterone dalla corticale del surrene

o

stimola 1l rilascio di vasopressina dall’ipotalamo

—

favorisce il riassorbimento tubulare di sodio con conseguente

incremento volemico
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L’ACE ¢ coinvolto anche nel meccanismo di degradazione della bradichinina,
la quale possiede attivita vasodilatrice secondaria a interazione con 1 recettori
B2 endoteliali. Una sua inibizione comporta quindi un incremento dei livelli
di bradichinina e una conseguente azione anti-ipertensiva.

Sono stati ricercati polimorfismi riguardanti il sistema renina-angiotensina-
aldosterone allo scopo di trovare marcatori genici della risposta agli ACE-
inibitori. I polimorfismi ricercati riguardano I’ACE, ’angiotensinogeno e il
recettore dell’angiotensina. Lo studio dei polimorfismi riguardanti I’ACE 1/D
consistenti nella inserzione o delezione di alcune paia di basi nel gene ACE
hanno portato a conclusioni contrastanti. La delezione dell’allele D ¢ stata
associata ad un incremento dei livelli sierici dell’enzima®, ma la frequenza
dell’allele D ¢ simile nei pazienti ipertesi che normotesi>; pertanto alcuni
ricercatori hanno affermato che 1 polimorfismi del gene ACE 1I/D non sono
associati alla pressione arteriosa ¢ agli effetti dell’ACE inibizione**. Risultati
contrastanti hanno ottenuto Ueda et al. secondo 1 quali I’ACE I/D ¢ predittore
in misura superiore al 50% della variabilita della risposta agli ACE- inibitori
(enalaprilat)®.

Altri studi hanno dimostrato che la risposta al trattamento anti-ipertensivo con
ACE inibitori (fosinopril) era maggiore nei soggetti portatori dell’allele DD
rispetto al genotipo ID™.

Hingorani et al. hanno valutato la risposta dell’ACE inibizione nel genotipo
del recettore AT1R dell’angiotensina II e nel gene ACE e sono arrivati alla
conclusione che questi genotipi rappresentano predittori indipendenti di
pretrattamento della pressione arteriosa con apparente interazione tra questi
due loci genici, ma non sono predittori della risposta all’ACE inibizione.
Valutando invece, le varianti dell’allele AGT T235 si € osservato che seppure
non sembri un marcatore per le variazioni della pressione arteriosa, tali
polimorfismi possono contribuire alle differenze individuali nella risposta
all’ ACE inibizione®’.
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1.5 Gli antagonisti del recettore per I’angiotensina II (Sartani)

Gli antagonisti del recettore per I’angiotensina Il bloccano direttamente il
recettore indipendentemente dalla via metabolica di formazione. Questo
consente, data I’elevata specificita; di evitare ’accumulo di peptidi attivi che
avviene invece con l’utilizzo degli ACE-inibitori. Il blocco del recettore
esplica le azioni gia elencate precedentemente, ma indipendentemente dalla
loro azione sulla pressione arteriosa i sartani esercitano un effetto protettivo

28,29
7, renale

cardiologico (in particolare nell’insufficienza cardiaca congestizia)
(nei pazienti diabetici con albuminuria)®® e cerebrale’'.

Gli studi di farmacogenetica su questa classe di farmaci hanno mostrato
risultati differenti in particolare per i polimorfismi ACE I/D******, AGT Al
166T *°, ¢ CYP11B2 C(-344)T°*'°. Tali studi non sono stati replicati’’.

Con lo studio SOPHIA'® che ha valutato la farmacogenomica della risposta al
losartan su pazienti ipertesi mai trattati ¢ stato individuato il gene CAMKI1D

come nuovo locus associato alla riduzione della pressione arteriosa ai sartani.

Questo risultato & stato confermato anche dallo studio GENRES™

1.6 I diuretici

I diuretici incrementano la velocita del flusso urinario e 1’escrezione di sodio.
In relazione a questa loro attivita possono essere utilizzati per ripristinare i
fluidi corporei in diverse situazioni cliniche quali ipertensione arteriosa,
scompenso cardiaci, insufficienza renale, cirrosi etc.
Vi sono diverse classi di diuretici a disposizione:

- osmotici

- diuretici dell’ansa

- risparmiatori di potassio

- 1inibitori dell’anidrasi carbonica
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- antagonisti dei recettori dei mineralcorticoidi

Tra tutti, le benzotiadiazepine (tiazidi) rappresentano ancora un trattamento di
prima scelta per molti pazienti affetti da ipertensione arteriosa. Il razionale nel
raccomandarli come agenti di prima scelta ¢ legato non solo al basso costo,
ma anche ai comprovati benefici nel prevenire le complicanze cardiovascolari
dell’ipertensione’.

Il meccanismo di azione dei diuretici tiazidici ¢ 1’inibizione del trasporto di
Na-Cl nel tubulo contorto distale con conseguente aumento dell’escrezione di
Na e Cl. L’azione anti-ipertensiva ¢ dovuta alla modesta riduzione della
volemia plasmatica e in misura minore sembra essere dovuta a una
diminuzione della reattivita vascolare; anche se in realta il meccanismo con
cui questi farmaci riducono la pressione arteriosa a lungo termine, rimane
ancora sconosciuto’’. Poiché i diuretici agiscono su diversi livelli, sono molti
1 geni implicati nella risposta individuale ad essi, ad esempio 1 polimorfismi
ADDI1 Gly460Trp e ACE I/D e A1166C del AGTRI, tutti associati ad una
migliore risposta pressoria.

In uno studio effettuato nel nostro centro, abbiamo trovato due loci associati
con la risposta pressoria sistolica al trattamento con idroclorotiazide: TET2 un
mediatore aldosterone-responsivo della trascrizione del gene oENaC e

CSMDI1 correlato all’ipertensione arteriosa' .

1.7 I beta bloccanti

I beta bloccanti sono una classe di farmaci antagonisti dei recettori beta-
adrenergici, ampiamente utilizzati nel trattamento dell’ipertensione arteriosa.

I recettori beta-adrenergici sono associati a proteine Gs in grado di attivare
I’enzima di membrana adenil-ciclasi, responsabile a sua volta della sintesi di
AMPc a partire da ATP. L’AMPc ¢ in grado d1 attivare una serie di enzimi tra

cui la protein-chinasi A (PKA). La PKA, grazie alla sua attivitd enzimatica,
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determina un incremento del Calcio sarcoplasmatico aumentando il suo

ingresso dall’ambiente extracellulare e dal reticolo sarcoplasmatico attraverso

le proteine canale di membrana. Questo determina un incremento della forza

di contrazione muscolare miocardica e un aumento dell’automatismo

cardiaco.

Sulla base della loro attivita farmacodinamica i beta- bloccanti vengono

suddivisi in :

— antagonisti competitivi, 1 quali determinano I’inattivazione del recettore

neutralizzando ’azione delle catecolamine
agonisti parziali, 1 quali inducono 1’attivazione del recettore mimando
in parte gli effetti delle catecolamine, svolgono, cio¢ attivita simpatico-

mimetica intrinseca.

Comprendono molecole selettive e non selettive.

Gl effetti farmacologici legati all’azione dei beta-bloccanti sono 1 seguenti:

a livello cardiaco: diminuzione della contrattilita miocardica e della
frequenza cardiaca e rallentamento della conduzione atrio-ventricolare.
a livello respiratorio: broncocostrizione in soggetti suscettibili a causa
del blocco del recettore beta2 (ad es. BPCO, asma)

a livello renale: bloccando il recettore betal inibiscono il rilascio di
renina determinando il blocco del sistema renina-angiotensina-
aldosterone (effetto antipertensivo)

a livello vascolare: 1 betabloccanti non selettivi privi di attivita
simpatico-mimetica intrinseca, provocano vasocostrizione € aumento
delle resistenze periferiche; 1 betabloccanti selettivi con attivita
simpatico-mimetica intrinseca ¢ azione vasodilatatrice, vengono
utilizzati efficacemente nel controllo dell’ipertensione arteriosa per la
loro azione sui vasi arteriosi. L’attivita simpaticomimetica intrinseca,
infatti, rappresenta la capacita del beta-bloccante di indurre attivazione

del recettore beta-adrenergico agendo come agonista debole mimando
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gli effetti del tono simpatico; in questo modo determina minore

bradicardia, minore riduzione della perfusione periferica e del

broncospasmo.
Nonostante 1 beta bloccanti esercitano 1 loro effetti anti-ipertensivi inibendo
questi percorsi, ¢’¢ una variabilita nella risposta individuale di beta-blocco per
etd e razza’ che ha portato negli ultimi anni a ricercare una eziologia genetica
di tale variabilita. Diversi polimorfismi genetici possono influenzare la
risposta  anti-ipertensiva ai  beta bloccanti: recettore bladrenergico
(Gly389Arg, Ser49Gly), subunita a della proteina Gs (GNAS FokI+/FokI-),
subunita b3 della proteina G, (GNB3 C825T), enzima convertente
angiotensina (ACE [I/D), e angiotensinogeno (Met235Thr, G-6A,
Thr174Met)™.
Il polimorfismo Gly389Arg ¢ stato associato ad un incremento dell’attivita
adenil ciclasi con un possibile aumento della sensibilita alla stimolazione
adrenergica. Gli omozigoti Arg/Arg hanno mostrato una riduzione della
pressione arteriosa sistolica e della pressione arteriosa media dopo trattamento
con atenololo® e della pressione arteriosa sistolica dopo trattamento con
metoprololo™ rispetto agli omozigoti Gly/Gly. Risultati contrastanti si sono
avuti con uno studio successivo effettuato nel nostro centro nel quale non si ¢
osservata nessuna associazione tra il polimorfismo Gly389Arg e il calo
pressorio dopo trattamento con atenololo™.
Secondo Jia et al. 1 polimorfismi nell’esone della subunita a della proteina Gs
possono presentare 0 meno un sito di restrizione per I’endonucleasi FokI**. E’
stata trovata una forte associazione tra le variazioni di pressione arteriosa
sistolica (SBP) e Fokl; in particolare 1’allele FokI (+) sembrerebbe piu
comune nei pazienti good responders e 1’allele Fokl (-) nei pazienti che
mostrano meno risposta alla terapia.
Questo dato non ¢ stato confermato da Filigheddu et al. nel nostro centro dove

non si € trovata nessuna associazione tra le varianti geniche della subunita a
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della proteina Gs e la risposta pressoria al beta-bloccante. E’ stata invece
osservata una migliore risposta all’atenololo nei pazienti che presentavano il
polimorfismo C825T della subunta b3 della proteina G (GNB3 C825T), ma

. .1 4546
solo nel sesso femminile™”

. La variante C/C del genotipo ¢ stata inoltre
associata ad una migliore riduzione pressoria sia diastolica che sistolica,
rispetto alle varianti TT o alle eterozigoti*’.

Nello studio SILVHIA ¢ stata cercata la correlazione tra i polimorfismi dei
geni RAAS e la risposta pressoria ad atenololo o irbesartan. E’ stata trovata
una riduzione pressoria dopo trattamento con atenololo nei pazienti che
presentavano polimorfismi dell’angiotensinogeno, in particolare in quelli che
presentavano I’allele T/T o M/T nel codone 235 (M235T) rispetto agli
omozigoti per I’allele M*’. Questa aumentata risposta pressoria al beta
bloccante sembrerebbe mediata dal sistema nervoso simpatico attivato da
aumentati livelli circolanti di angiotensinogeno che sono aumentati dell’11%
negli omozigoti T/T e del 7% negli eterozigoti T/M. I soggetti con allele T/T
e T/M presentano inoltre un rischio aumentato di ipertensione arteriosa
rispettivamente del 31% e del 11%, per cui l’allele T nei caucasici si
comporta come un possibile marcatore per I’ipertensione arteriosa*. Un altro
studio non ha confermato tale dato sostenendo che non vi ¢ nessuna
correlazione tra il polimorfismo M235T e la risposta ai beta-bloccanti e che la

differente risposta alla terapia anti-ipertensiva non puo essere attribuita a tali

. . . .49
polimorfismi analizzati™ .
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2. LO STUDIO

Lo studio sulla farmacogenomica dei beta-bloccanti ¢ stato condotto presso il
Centro Ipertensione e Malattie correlate dell’Universita degli Studi di Sassari
dove il nostro gruppo di lavoro ha provveduto all’arruolamento dei pazienti,
alla raccolta dei campioni, all’estrazione del DNA genomico ed alla
misurazione dei fenotipi intermedi metabolici, cardiovascolari e generali, alla
confezione e “congelamento” del database fenotipico ai fini di analisi
statistica. Data la notevole mole dei dati genetici e fenotipici si € reso
necessario procedere all’analisi statistica mediante sistemi complessi di
computer: questa procedura ¢ stata quindi svolta in collaborazione con il Prof.
Daniele Cusi e con la Dr.ssa E. Salvi presso la Fondazione Filarete,
Universita di Milano presso la quale sono anche stati genotipizzati 1 pazienti
mediante procedura GWAS su piattaforma [llumina.

Alla prima visita ogni paziente che rientrava nei criteri di inclusione ha
ricevuto un modulo di consenso informato scritto con tutte le informazioni
riguardanti lo studio e un secondo modulo di consenso informato scritto con
autorizzazione per D’analisi del DNA. Il consenso informato ¢ stato
verbalmente spiegato al paziente prima della firma.

Come anticipavamo, la genotipizzazione, I’imputazione e le analisi di
associazione genotipo-fenotipo sono state effettuate in collaborazione con la
Fondazione Filarete, Universita di Milano.

Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico dell’ASL n.1 di Sassari.

Ogni fase dello studio ¢ stata eseguita in accordo con la dichiarazione di
Helsinki e in aderenza alle linee guida internazionali attualmente disponibili

sulla diagnosi e il trattamento dell’ipertensione arteriosa.
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2 MATERIALI E METODI

L’arruolamento ha interessato 527 pazienti caucasici che presentavano
ipertensione arteriosa essenziale mai trattata con valori di SBP >140 e/o DBP
>90 mmHg alla prima visita (week -8). Sono stati reclutati solo pazienti
asintomatici che presentavano una ipertensione arteriosa di grado lieve-
moderata. L’assenza di malattia sistemica ¢ stato considerato un requisito
fondamentale per I’eligibilita dei pazienti allo studio.

La pressione arteriosa ¢ stata misurata mediante dispositivi elettronici
automatici al mattino (ore 8-10), in posizione seduta e all’arto superiore
dominante in una stanza tranquilla e dalla stessa operatrice sanitaria. Sono
state ottenute tre misurazioni e la media dei tre valori ¢ stato usato come
valore di riferimento.

I pazienti che presentavano valori di SBP> 180 mmHg o di DBP>120 mmHg,
sintomi correlati all’ipertensione arteriosa, Potassio plasmatico < 3.5 mEq/L o
frequenza cardiaca <50 bpm sono stati esclusi dallo studio. Inoltre, per evitare
l'interferenza degli effetti di precedenti trattamenti che possono durare fino a
sei mesi dopo la sospensione del farmaco, solo pazienti ipertesi mai trattati
sono stati arruolati nello studio.

Nel periodo di run-in di 8 settimane il paziente ha seguito un regime
alimentare controllato (sodio 100-140 mEq / giorno e di potassio 50-70 mEq /
die), ed ¢ stata eseguita una valutazione clinico-laboratoristica per confermare
la presenza di ipertensione arteriosa ed escludere forme secondarie di
ipertensione. Durante il periodo di run-in, 92 pazienti sono stati esclusi dallo
studio o per spontanea normalizzazione della pressione (n = 81) o per il
peggioramento dei valori pressori che ha richiesto un trattamento immediato

(n=11).
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Alla settimana 0, ¢ stato eseguito un esame fisico completo, un
elettrocardiogramma ed ¢ stato prelevato un campione di sangue per gli esami
ematochimici e per l'estrazione del DNA.

Abbiamo misurato I’attivita della renina plasmatica (PRA) con anticorpo
policlonale anti-angiotensina I (gentilmente fornito dal Hypertension and
Cardiovascular Centre, Cornell University Medical College, New York, NY,
Stati Uniti d'America) e 1’aldosterone plasmatico ¢ stato misurato con kit
commerciali di alta qualita ( ALDOCTK-2 -. DiaSorin Inc., Saluggia, Italia) ¢
stato effettuato un ecocardiogramma per la misurazione della massa cardiaca.

Alla settimana 0, 435 pazienti hanno iniziato il trattamento con 50 mg di
atenololo due volte al giorno per 4 settimane. Nel periodo di trattamento
farmacologico ¢ stata monitorata sia la pressione arteriosa che eventuali effetti

collaterali.

3.1 Genotipizzazione e imputazione

I1 DNA genomico ¢ stato estratto da sangue periferico raccolto alla settimana
0 (Kit Macherey-Nagel: NucleoSpin Sangue XL, Diiren, Germania).
Ottantadue pazienti sono stati genotipizzati utilizzando la matrice Illumina
Human1M-Duo (Illumina Inc, San Diego, CA, USA) nell'ambito del progetto
HYPERGENES e 353 utilizzando l'array Illumina OmniExpress umana
nell'ambito  del  progetto  InterOmics  (http://www.interomics.eu/).
L'imputazione ¢ stata effettuata utilizzando Minimac e 1 1000 Genomes
haplotypes come riferimento (versione marzo 2012). I polimorfismi a singolo
nucleotide (SNPs) con bassa qualita di imputazione (Rsq <0,8) non sono stati

utilizzati per l'analisi d'associazione.
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2.7 Analisi statistiche

Come fenotipo abbiamo analizzato le variazioni della pressione arteriosa
sistolica e diastolica (SBP, DBP) e della frequenza cardiaca (HR) dopo 4
settimane di trattamento (ASBP4, ADBP4 e HR4), definito come la differenza
tra la BP o I’HR alla fine del trattamento (settimana 4) e la BP o HR al
termine del periodo di run-in (weekO0).
I1 controllo di qualita ¢ stata effettuato in base al protocollo di Anderson CA e
colleghi che consente di individuare e rimuovere campioni di DNA e
marcatori che introducono distorsioni allo studio. Sempre secondo protocollo
di Anderson, gli SNP misurati con call rate> 99% e la frequenza dell'allele
minore> 1% sono stati inclusi nel dataset™.
Dopo controllo di qualita abbiamo escluso 32 pazienti:
- 2 perché erano duplicati,
- 5 per call rate <0.95,
- 8 con sex mismatch (differenza tra il genere riportato nel database dello
studio e quello rilevato alla genotipizzazione),
- 10 outliers (soggetti che superavano la media del campione di almeno 6
deviazioni standard per ognuna delle componenti principali),
- 3 imparentati di 2°grado, 3 imparentati di 1° grado
- un paziente perché effettuava il trattamento anti-ipertensivo non in
monoterapia.
Il campione finale ¢ risultato composto da 403 pazienti (189 maschi e 214
femmine).
Abbiamo inoltre valutato la stratificazione della popolazione con analisi delle
componenti principali, utilizzando 1l pacchetto EIGENSOFT (versione
3.0)’'(Figura.1).
Per valutare I’associazione genotipo/fenotipo abbiamo eseguito 3 regressioni

lineari sotto un modello additivo:
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1. ASBP4, aggiustato per sesso, eta, indice di massa corporea, SBP basale,
aldosterone plasmatico, HR basale, e per le componenti principali (PC);
2. ADBP4, aggiustato per sesso, eta, indice di massa corporea, DBP
basale, aldosterone plasmatico, HR basale, attivita della renina
plasmatica, e per le PC;
3. AHRA4, aggiustato per sesso, etd, HR basale, potassio sierico, BP basale,
e per le PC.
I marcatori sono stati filtrati per la frequenza dell'allele minore (MAF <1%) e

per la qualita di imputazione (Rsq <0,8), lasciando = 6,7 milioni di marcatori.
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4. RISULTATI

La tabella 1 riporta le caratteristiche del campione dello studio.

In seguito al controllo di qualita dei 435 pazienti genotipizzati, 403 pazienti e

6.710.888 SNPs erano disponibili per le analisi di associazione.

I partecipanti dello studio sono bianchi caucasici sardi 214 donne (53%) e
189 maschi (47%) con un’eta media di 51.6 anni (£11.3); la media di SBP,
DBP e HR pre-trattamento sono state rispettivamente 159.3 (£15.3), 102
(£10.6) mmHg e 86.3 (+13.2) bpm.

Abbiamo identificato 431 SNPs associati con il ASBP4 (Tabella 2). Tra questi

quelli che hanno mostrato la migliore associazione sono:

161193624 61193624 in bradykinin receptor B2 (BDKRB2) gene (beta
-10.542.6, p-value 9.00x10™);

rs7871655 1in retinoid X receptor, alpha (RXRA) gene (beta -4.7 +1.2,
p-value 5.92x107);

rs1571784 e 1s2776957 in solute carrier family 7 (cationic amino acid
transporter, y+ system), member 1(SLC7A1) gene (beta -5.15%1.3, p-
value 7.22x107; beta -6.8+1.6, p-value 2.1x107);

1$62532730 in zinc finger DHHC-type containing 21(ZDHHC21) gene
(beta -11.3+2.9, p-value 8.13x-107);

rs1444766 in kalirin, RhoGEF kinase (KALRN) gene (beta -4.5+1.1, p-
value 8.32x107);

rs78122842 in calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit

(CACNB2) gene (beta -11,8+2,8, p-value 4,14x107).

Abbiamo identificato 561 SNPs associati con il ADBP4 (Tabella 3), tra 1 quali

quelli che hanno avuto la migliore associazione sono:

rs2297550 in inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells, kinase beta (IKBKB) gene (beta -3.9+0.98, p-value 5.9x107),
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rs11830037 in Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 3
(RAPGEF3) gene (beta -5.05+1.3, p-value 8.45x107);

rs12247369, rs1757211 and rs78122842 in calcium channel, voltage-
dependent, beta 2 subunit (CACNB2) gene (beta -3.7+0.9, p-value
4.6x107; beta -3+0.7, p-value 2.4x107; beta -8.01+1.8, p-value 1.4x10"
)

rs4773185 in collagen, type IV, alpha 2 (COL4A?2) gene (beta -3.9+0.9,
p-value 4.1x10),

rs4767526 in nitric oxide synthase 1 neuronal (NOS1) gene (beta -
2.7+0.7, p-value 8.61x10™)

Infine, abbiamo trovato 383 SNPs associati con il AHR4 (Tabella 4). Quelli

con la migliore associazione sono stati:

rs1915671, rs211085, 1rs7898516 and rs1189310 in protein kinase,
cGMP-dependent, type I (PRKGI) gene (beta -4.2+0.96, p-value
1.17x10; beta -3.87+0.94, p-value 4,25x107; beta -2.27+0.56, p-value
4.86x107; beta -2.98+0.75 p-value 7.48x10™);

152054678 in nitric oxide synthase 1 neuronal (NOS1) gene (beta-
2.42740.591, p-value 4,05x107);

rs8070120 in acid sensing (proton gated) ion channel 2 (ASIC2 ) gene
(beta -2.74+0.58, p-value 2,31x107).
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5. DISCUSSIONE

Questo studio di farmacogenomica ¢ stato condotto per valutare le variazioni
della risposta pressoria all’atenololo in associazione con le varianti geniche
riscontrate.

Abbiamo identificato diversi SNPs che mostravano una associazione
significativa con il ASBP, ADBP e con il AHR misurato dopo 4 settimane di
trattamento con il beta-bloccante. Alcuni di questi, cadevano in regioni
codificanti geni che hanno mostrato una possibile correlazione con la

regolazione della pressione arteriosa.

Geni associati alla risposta della pressione arteriosa sistolica alla terapia

con Atenololo

BDKRB?2 (bradykinin receptor B2): questo gene codifica per il recettore B2
della bradichinina. La bradichinina ¢ un peptide formato da 9 amminoacidi a
partire dal precursore chininogeno grazie all’azione enzimatica della
callicreina plasmatica™. La funzione della bradichinina ¢ mediata da due
sottotipi di recettori: , f; (BDKRBI1) e B, (BDKRB2)™ anche se la maggior
parte dei suoi effetti fisiologici sono attribuiti al recettore B2 che risulta essere
presente nei tessuti vascolari, tracheobronchiali e renali. L’attivazione della
bradichinina causa broncocostrizione, vasodilatazione, reazione
inflammatoria acuta, formazione dell’edema e dolore’ 255,

La bradichinina regola il rilascio di sostanze vasoattive come prostaglandine,
ossido nitrico e fattore attivante le piastrine che causano vasodilatazione;
inoltre puo portare a una inibizione della proliferazione delle cellule
muscolari lisce esercitando un effetto protettivo sul sistema cardiovascolare™.

Essa esercita il suo effetto anche abbassando le resistenze vascolari renali con

. . . . . 56
conseguente aumento del flusso renale e dell’escrezione urinaria di sodio™.
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Un’alterazione della funzione del gene del recettore bradichinina pud dunque
portare a una riduzione della sua espressione con conseguente vasocostrizione
e sbilancio del sistema acqua-sodio che si traduce in un incremento della
pressione arteriosa.

Proprio in virtu della sua attivita, il gene del recettore della bradichinina ¢
stato studiato con grande attenzione.

Nel 1996 Braun et al. hanno sostenuto che le variazioni -58T/C nella regione
del promoter del BDKRB2 correlate ad una riduzione della sua trascrizione
sono associate alla patogenesi dell’ipertensione essenziale®’.

Questa associazione tra 1 polimorfismi del BDKRB2 e [I’ipertensione
arteriosa¢ stata riscontrata anche in una metanalisi anche se prevalentemente
nei soggetti asiatici’’, mentre non ¢& stata riscontrato nella popolazione
giapponese in cui non si ¢ trovata nessuna associazione™’.

Nel nostro studio, che coinvolge solo soggetti caucasici, abbiamo trovato
un’associazione tra questo gene € 1 pazienti ipertesi € tra questo gene e la

migliore risposta pressoria al beta-bloccante.

RXRA (retinoid X receptor, alpha gene)

Questo gene codifica per il recettore dell’acido retinoico. Alcuni studi hanno
dimostrato che I’acido retinoico influenza 1’attivita dei geni responsabili nella
patogenesi dell’ipertensione arteriosa.

Uno studio condotto da Miano et al. ha indicato che I’acido retinoico ¢ anche
in grado di intervenire nella crescita delle cellule muscolari lisce vascolari in
coltura™.

RXRA ¢ stato trovato tra i geni coinvolti nei percorsi funzionali della
vitamina D che hanno mostrato la migliore associazione con I’ipertensione
arteriosa®. La vitamina D esercita effetti reno-protettivi, soppressione del
sistema renina-angiotensina-aldosterone, effetti sul metabolismo del calcio

. . . . . 1
che possono interferire nella regolazione della pressione arteriosa®.
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RXRA funziona anche da partner eterodimerico per un certo numero di
recettori nucleari. PPARY per essere funzionalmente attivo deve essere legato
al recettore per 1’acido retinoico RXR. Gli eterodimeri PPAR/RXR possono
essere attivati da ligandi per RXR (retinoidi) che esprimono alcune delle
stesse proprieta insulino-sensibilizzanti dei ligandi per PPAR ed ¢ possibile
che 1 derivati retinoidi siano in grado pertanto di modificare i fattori di rischio
cardiovascolari osservati in pazienti con ipertensione essenziale. PPAR
(recettori attivati dai proliferatori perossisomiali) una volta attivato puo
determinare cambiamenti nell’attivita trascrizionale degli elementi della
risposta dei PPAR®. Ad esempio ¢ stato dimostrato che PPAR pud modulare
in vitro la produzione di peptidi vasoattivi come ’endotelina®. I recettori per
le endoteline sono presenti sia a livello delle cellule muscolari lisce vascolari
che sull’endotelio e svolgono quindi un ruolo fondamentale nella regolazione

della pressione arteriosa.

SLC7AT1 (solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system),
member 1 gene).

Codifica per una proteina con attivita trasportatrice transmembrana
dell’arginina. L’arginina funge da substrato per 1’ossido nitrico sintasi (eNOS)
indispensabile per la produzione dell’ossido nitrico importante vasodilatatore
endoteliale. I polimorfismi interessanti questo gene possono dunque alterare

64,65
7. E’ stata

la produzione di ossido nitrico e portare a ipertensione arteriosa
osservata anche una down-regulation dell’espressione di SLC7Al e
conseguente riduzione della biodisponibilita di ossido nitrico nei pazienti
obesi che puo portare a ipertensione arteriosa in questa classe di soggetti a

rischio®®.
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ZDHHC21(zinc finger DHHC-type containing 21gene)

E’un gene che codifica per una proteina con attivita palmitoiltransferasi. La
palmitoilazione puo influenzare la localizzazione, il trasporto, la stabilita e la
funzione delle proteine”’. In uno studio di Liu et al. & stato trovato che
I’0ossido nitrico sintasi endoteliale (eNOS) ¢ palmitoilato a due cisteine
nell’ammino-terminale®®. eNOS pud essere palmitoilato da enzimi ZDHHC
localizzati nel Golgi. L’inibizione di DHHC21 palmitoiltransferasi nelle
cellule endoteliali riduce la palmitoilazione di eNOS, e altera la produzione di

. o . . . 69
ossido nitrico modulando la pressione arteriosa .

KALRN (kalirin, RhoGEF kinase gene).

Codifica per un fattore di scambio guanina nucleotide che attiva proteine Rho
ed ¢ coinvolto quindi in proteine multifunzione™. Svolge un ruolo
neuroprotettivo inibendo Iattivita dell’ossido nitrico sintasi inducibile’".

I polimorfismi di KARLN sono stati correlati alle malattie cardiovascolari in
particolare nella patogenesi della malattia coronarica e dell’aterosclerosi
vascolare’.

La funzione di KARLN nello sviluppo dell’aterosclerosi non ¢ stata ancora
totalmente chiarita. L’attivazione di Rho GTPasi da parte della kalirina ¢
coinvolto nell’attivita delle cellule di segnale Racl e Rho A che potrebbero
svolgere un ruolo nella regolazione, proliferazione e adesione delle cellule
muscolari lisce. Variazioni in KARLN potrebbero dunque portare a

) : ) .70
disfunzione endoteliale e aterosclerosi .

CACNB2 (calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit gene)

Questo gene ¢ stato associato sia ad un decremento della pressione arteriosa
sistolica che diastolica. Codifica per una subunita di una proteina canale del
calcio voltaggio-dipendente. La subunita beta-2 interagisce con i canali alfa-1

del calcio (CaV1.2) aumentando la corrente di picco del calcio, spostando il
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voltaggio di attivazione e inattivazione e modulando [I’inibizione delle

- 73,74
proteine G

. Sulla base di questo ruolo fisiologico CACNB2 puo contenere
una variabilita importante di risposta ai farmaci anti-ipertensivi, in particolare
calcio antagonisti e beta-bloccanti”. Precedenti studi di associazione (GWAS)
hanno identificato CACNB2 come uno dei geni associati alla pressione

. . . . . . . . 74775,76,77
arteriosa sistolica e diastolica e all’ipertensione arteriosa "™

. Questo
supporta ancora di piu I’ipotesi che esso sia implicato anche nella variabilita

di risposta ai farmaci anti-ipertensivi.

Geni associati alla risposta della pressione arteriosa diastolica alla

terapia con Atenololo

IKBKB (inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase
beta gene)

Questo gene svolge una funzione di fosforilazione delle molecole 1kB, gli
inibitori di fattori di trascrizione NF-kB. L'attivita chinasi di IKKp mira due
residui di serina adiacenti di IkB che portano alla degradazione del
proteasoma dell'inibitore, seguita dal rilascio e l'attivazione di NF-kB. I fattori
di trascrizione della famiglia di proteine NF-kB svolgono funzioni nella
regolazione del sistema immunitario, la differenziazione, la proliferazione e

. , . . . . 78,79
I’apoptosi cellulare, nonché angiogenesi e infiammazione

. Questo gene
sembra essere implicato nell’infiammazione e nell’ambito del Framingham
Heart Study ¢ stato identificato tra 1 geni associati con la pressione arteriosa

diastolica’.

RAPGEF3 (Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 3gene)
Questo gene viene anche conosciuto come Epacl (exchange protein directly
activated by cAMP), appartiene ad una famiglia di fattori di scambio guanine

nucleotide ed ¢ anche un importante effettore del cAMP®. L’cAMP
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rappresenta uno dei pitu importanti secondi messaggeri del cuore che regolano
numerosi processi come contrattilita, rilassamento e automaticita cardiaca®"*.
Epac svolge funzione anche nella regolazione dell’omeostasi cardiaca del
calcio e nello sviluppo di ipertrofia miocardica®. Le variazioni di Ca2+
attivano la contrazione delle cellule cardiache™**®.

I messaggeri intracellulari cAMP e ¢cGMP sono giocatori importanti nella
modulazione del tono muscolare liscio, possono ridurre sensibilita al Ca2 +
delle proteine contrattili, con conseguente rilassamento (Ca2 +
desensibilizzazione) per down-regulation dell’attivita RhoA®*.

Inoltre, nelle cellule endoteliali € nei neuroni, un aumento Rap1-GTP dopo
l'attivazione cAMP delllEPAC attraverso un meccanismo sconosciuto porta ad
una diminuzione della RhoA-GTP, noto a svolgere un ruolo importante in
queste cellule di cui ne regolano la permeabilita e la migrazione
rispettivamente. La regolazione della permeabilita vascolare ¢ indispensabile

: s . . 8788
per mantenere I’integrita vascolare nell’omeostasi dell’organismo”"".

COL4A2 (collagen, type IV, alpha 2 gene)

Questo gene codifica per una delle sei subunita del collagene di tipo 1V, il
principale componente strutturale delle membrane basali. La porzione C-
terminale della proteina, nota come canstatina, ¢ un inibitore dell’angiogenesi
e della crescita tumorale. Mutazioni di COL4A2 sono un importante fattore di
rischio per malattie come ad esempio la malattia dei piccoli vasi con
penetranza ridotta e fenotipo variabile®”. Attualmente non esistono in base alla
nostra ricerca bibliografica correlazioni di questo gene con I’ipertensione

arteriosa.

NOSI (nitric oxide synthase 1 neuronal gene)
Questo gene ¢ stato trovato come associato anche ad un delta riguardante la

frequenza cardiaca oltre alla pressione arteriosa diastolica.
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La proteina codificata da questo gene appartiene alla famiglia di ossido nitrico
sintasi, che sintetizzano ossido nitrico da L-arginina. NO ¢ sintetizzato da
specifici enzimi NO sintetasi (NOS), con tre isoforme distinte: neuronale
NOS (nNOS, codificata dal gene NOS1), NOS inducibile (iNOS; gene NOS2)
e endoteliale NOS (eNOS; NOS3 gene). Vi ¢ una associazione tra NOS 1 e
ipertensione e malattie cardiovascolari’’. Esso modula anche la
ripolarizzazione cardiaca portando ad un allungamento del QT”"**.

L’ossido nitrico sintasi ¢ localizzato anche nel tubulo prossimale, nella branca
ascendente del tubo di Henle, nella macula densa e nelle cellule muscolari
lisce dei vasi e catalizzando la produzione di ossido nitrico svolgono un ruolo
nella regolazione del sodio e dell’omeostasi dei liquidi”. Nel dotto collettore
I’0ossido nitrico inibisce [’assorbimento di sodio mentre nella branca
ascendente dell’ansa di Henle svolge un effetto inibitorio diretto sul

cotrasportatore Na-K-2CI™*. Questi studi mostrano che NOS1 ¢ fondamentale

. . . 95
nella regolazione della pressione arteriosa .

Geni associati alla risposta della frequenza cardiaca alla terapia con

Atenololo

PRKG1 (cGMP-dependent, type I gene)

Codifica per una protein kinasi GMP dipendente che mostra un ruolo cruciale
nel rilassamento della muscolatura liscia vascolari abbassando il livello
intracellulare di calcio’®. PRKGI ¢ espresso in tutte le cellule vascolari e
muscolari lisce, cosi come nelle piastrine, nel sistema nervoso centrale, e
nelle cellule mesangiali renali e miofibroblasti interstiziali””**”. PRKGI
media il rilassamento vascolare da parte dell’ossido nitrico endoteliale e dei

) ) ) .100,101
nitrovasodilatatori correlati'°*!%!
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ASIC2 (acid sensing (proton gated) ion channel 2 gene)

Codifica per una proteina che ¢ membro della famiglia dei canali di sodio
epiteliali degenerine e svolge un ruolo nell’attivazione dei barocettori arteriosi
e dei chemocettori carotidei'”. I risultati definiscono ASIC2 come un fattore
determinante per il controllo circolatorio autonomico e di sensibilita
barorecettoriale. L'alterazione del gene ASIC2 porta ad una disautonomia che
si traduce in insufficienza cardiaca e ipertensione e definisce un difetto

N . . . 103
molecolare che puo essere rilevante per il loro sviluppo .
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6. CONCLUSIONI

Il nostro studio utilizzando un approccio genome-wide (GWA) ci ha permesso
di identificare diversi geni associati alla risposta pressoria all’atenololo. Tali
geni sono potenziali candidati per contribuire alla modulazione dei
meccanismi fisiopatologici responsabili della genesi e del mantenimento
dell’ipertensione arteriosa essenziale.

Pur nei limiti concettuali di uno studio di associazione che per sua natura non
permette di esprimere giudizi sulle eventuali relazioni causa-effetto fra
varianti geniche e fenotipo valutato, il nostro studio ha identificato geni la cui
funzione ¢ anche indirettamente riconducibile a meccanismi di regolazione
della pressione arteriosa cosi come alle “pathways” funzionali del farmaco in
studio. I limiti dello studio risiedono essenzialmente nella limitata numerosita
della coorte dovuta alla estrema difficolta di identificare pazienti affetti da
ipertensione arteriosa che non siano mai stati sottoposti a trattamento
farmacologico. La presenza di quest’ultimo aumenterebbe a limiti non
accettabili il “background noise” dovuto all’effetto di molecole sulle funzioni
cellulari intermedie e, di conseguenza, risulterebbe interferente in modo
inaccettabile con la valutazione dell’effetto fenotipico dovuto al farmaco in
studio: questa interferenza, presente anche dopo diversi mesi dalla
sospensione di precedenti terapie vanificherebbe la precisione della
valutazione della risposta della pressione arteriosa in risposta al farmaco e di
conseguenza, genererebbe associazioni genotipo-fenotipo del tutto spurie. La
stessa necessita di valutare pazienti mai trattati rende difficile la ricerca di
“coorti di replica” e quindi la stessa conferma del dato. La potenziale fallacita,
quindi, degli studi di associazione fenotipo-genotipo puo essere a nostro
parere superata per mezzo di modellistica animale o “in vitro”. Il segmento
genico di interesse — o 1 segmenti genici di interesse — vengono “transfettati”

in modelli adeguati alla espressione del carattere fenotipico sotto studio.
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Questa metodica permette di stabilire 1 reali effetti fenotipici di una variante

genica ed ¢ stato adottato dal nostro gruppo di ricerca con risultati

- .. 104,105
decisamente lusinghieri ™ .
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Characteristics

Men/women (n=403) 189/214
Age (years) 51.6+11.3
BMI baseline (kg/m2) 26.8 £4.08
Pretreatment SBP (mmHg) 159.3+15.3
Pretreatment DBP (mmHg) 102.5 +£10.6
Pretreatment HR 86.3+13.2
ASBP (mmHg) -23.02+17.7
ADBP (mmHg) -17.6+11.1
AHR (bpm) -21.8+12.3
Serum potassium (mmol/l) n=402 4.2+0.37
Serum sodium (mmol/l) n=403 140.9£2.9
Urine sodium (mEq/24 h) n=397 144.1+35.6
Urine potassium (mEq/24 h) n=397 45.8+12.03
sPRA (ng/mL/h) n=397 1.48+0.90

Tabella 1. La tabella mostra le caratteristiche del campione (media=SD).
BMI, indice di massa corporea; SBP, pressione arteriosa sistolica; DBP,
pressione arteriosa diastolica; ASBP, differenza tra SBP alla fine del
trattamento ¢ SBP alla fine del periodo di run-in; ADBP differenza tra DBP
alla fine del trattamento e DBP alla fine del periodo di run-in; p- value della
comparazione tra 1 due gruppi di trattamento. Le comparazioni tra i gruppi di
medie e frequenze sono state eseguite con ANOVA o con il chi-quadro test, a
seconda della necessita.
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Figura 1. Plot delle componenti principali
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Jog10iCoserved )

Figura 2. Manhattan plot del test statistico di regressione lineare per singolo
SNP per ASBP4. L’analisi di regressione ¢ stata aggiustata per sesso, eta,
pressione sistolica basale e componenti principali. I risultati sono riportati
come —logl0 (P value) per posizione genomica.

Figura 3. Manhattan plot del test statistico di regressione lineare per singolo
SNP per ADBP4. L’analisi di regressione ¢ stata aggiustata per sesso, eta,
pressione sistolica basale e componenti principali. I risultati sono riportati
come —logl10 (P value) per posizione genomica.
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Figura 4. Manhattan plot del test statistico di regressione lineare per singolo
SNP per AHR4. L’analisi di regressione ¢ stata aggiustata per sesso, eta,
pressione sistolica basale e componenti principali. I risultati sono riportati
come —logl10 (P value) per posizione genomica.
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Tabella 2. Risultati dell’associazione genome-wide per la risposta pressoria
sistolica all’atenololo associate agli SNPs con P value <10, Tutti gli SNPs
imputati hanno una qualita di imputazione (Rsq) >0.8. P indica 1 p values di
associazione; SE, errore standard; Chr, cromosoma; SNP, polimorfismo a
singolo nucleotide.

SNPID chr coded_all | noncoded_all | beta SE pval |Gene name Location
rs72653463 12 C T 7,316 |1,823]5,98E-05| ACSM4 intron_variant
rs73270518 12 A G 7,317 |1,794| 4,51E-05| ACSM4 upstream_gene_variant
rs72653462 12 A G 7,531 |1,829| 3,84E-05| ACSM4 upstream_gene_variant
rs80177919 12 T C 7,71 11,98 | 9,89E-05| ACSM4 intron_variant
rs117811675) 12 A G 7,72 11,983]9,86E-05| ACSM4 |downstream_gene_variant
rs115244343] 1 T C 13,5823,149| 1,61E-05 ACTL8 |downstream_gene_variant
rs61766704 1 T C 13,588 3,15 | 1,60E-05 ACTL8 downstream_gene_variant
rs13255986 8 A T -4,427 |1,081| 4,24E-05 | ADAM32 nc_transcript_variant
rs10094307 8 G T 4,36 |1,079|5,28E-05| ADAM32 intron_variant
rs7830326 8 A G 4,362 [1,078] 5,23E-05 | ADAM32 intron_variant
rs7821199 8 G A 4,367 |1,079] 5,20E-05 | ADAM32 intron_variant
rs12156015 8 T C 4,375 11,075 4,68E-05| ADAM32 nc_transcript_variant
rs10088854 8 G A 4,411 |1,066| 3,48E-05| ADAM32 |downstream_gene_variant
rs4273822 8 T C 4,419 11,061| 3,09E-05| ADAM32 nc_transcript_variant
rs4733986 8 G A 4,432 |1,065] 3,18E-05  ADAM32 intron_variant
rs76006315 8 T C 9,103 | 2,22 | 4,14E-05| ADAM32 intron_variant
rs10097489 8 C T 4,442 11,093|4,81E-05| ADAMS intron_variant
rs10087894 8 G A 4,545 [1,085]| 2,80E-05| ADAMS upstream_gene_variant
rs4733997 8 T C 4,656 11,092 2,02E-05| ADAMS5S nc_transcript_variant
rs138672169 5 T C -7,37 11,803 4,35E-05| ARAP3 intron_variant
rs61193624 14 T G 10,544 12,693| 9,00E-05| BDKRB2 intron_variant
rs56274409 14 T A 10,546 (2,693 9,01E-05| BDKRB2 intron_variant
rs1325588 10 G A 5,223 |1,243| 2,63E-05| Clorf115 intron_variant
rs78122842 10 A G 11,8382,888| 4,14E-05| CACNB2 intron_variant
rs62074548 17 T C -7,95 | 1,99 | 6,45E-05| CCDC4 intron_variant
rs62074549 17 C T -7,921 11,988 6,75E-05 CCDC4 intron_variant
rs62074550 17 T C -7,897 |1,986| 7,01E-05 CCDC4 intron_variant
rs113698593] 17 T C -7,887 11,986| 7,14E-05| CCDC4 intron_variant
rs117320584 17 G A -7,883 11,987 7,24E-05 CCDC4 |downstream_gene_variant
rs62074556 17 A G -7,851] 1,97 | 6,73E-05| CCDC4 intron_variant
rs112872991 17 G A -7,84311,983| 7,63E-05| CCDC4 intron_variant
rs62074555 17 A G -7,802 11,978 7,98E-05| CCDC4 intron_variant
rs77018384 17 G T -7,799] 1,98 | 8,17E-05| CCDC4 intron_variant
rs55959152 17 A C -7,777 |1,978| 8,43E-05| CCDC4 intron_variant
rs80207190 17 G A -7,754 11,975 8,62E-05| CCDC4 intron_variant
rs79065924 12 G A 8,584 | 2,09 | 4,02E-05| CD163L1 |downstream_gene_variant
rs7308628 12 A C 8,591 |2,144| 6,17E-05| CD163L1 intron_variant
rs75652146 12 C T 8,761 |2,193] 6,48E-05| CD163L1 intron_variant
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SNPID chr | coded_all| noncoded_all| beta | SE pval Gene name Location
rs12000504 9 C T -9,713 (2,392 4,88E-05 CER1 downstream_gene_variant
rs6550155 3 G A 5,19 |[1,253]|3,45E-05| CNOT1 intron_variant
rs9832822 3 G A 5,286 |1,277]|3,46E-05 CNOT1 intron_variant
rs12487175 3 G A 5,105 |1,252|4,57E-05| CNOT1-AS1 intron_variant
rs930054 5 A C -4,23311,072|7,83E-05| COL23A1 intron_variant
rs2913787 5 A G -4,211 1,076|9,07E-05| COL23A1 intron_variant
rs7705063 5 G C 6,192 |1,584]9,24E-05| COL23A1 intron_variant
rs2162765 5 C T 6,226 |1,587|8,73E-05| COL23A1 intron_variant
rs2913766 5 T C 6,228 |1,593]9,25E-05| COL23A1 intron_variant
rs2913775 5 A G 6,282 |1,612|9,74E-05| COL23A1 intron_variant
rs2913768 5 T C 6,31 |1,614|9,27E-05| COL23A1 intron_variant
rs11948332 5 C G 6,643 |1,674|7,22E-05| COL23A1 intron_variant
rs75334796 5 G T 6,718 |1,699|7,71E-05| COL23A1 intron_variant
rs17081072 5 C T 6,744 11,705|7,63E-05| COL23A1 intron_variant
rs62389360 5 G C 6,85 |1,674|4,29E-05| COL23A1 intron_variant
rs749424 5 C A 6,881 |1,677|4,05E-05| COL23A1 intron_variant
rs4976759 5 G C 7,083 |1,726|4,07E-05| COL23A1 intron_variant
rs6754190 2 C T 6,556 |1,496|1,17E-05| CYP1B1-AS1 intron_variant
rs12475224 2 G C 6,741 |1,558|1,51E-05| CYP1B1-AS1 nc_transcript_variant
rs141002508 17 A T 7,097 |1,797|7,82E-05| FAM14A intron_variant
rs4462528 14 C T 10,44612,304|5,80E-06| FAM35CP | downstream_gene_variant
rs3850378 14 C T 10,492 2,36 | 8,79E-06| FAM35CP upstream_gene_variant
rs75513915 T C -8,556 (2,005|1,98E-05| FCHSD1 upstream_gene_variant
rs13359221 A G -8,04 |1,865|1,63E-05| FCHSD1 upstream_gene_variant
rs3135772 10 T C -4,93311,264|9,53E-05 FGFR2 intron_variant
rs10129418 14 C T 9,522 |2,203|1,55E-05 GALC intron_variant
rs55808324 14 A G 9,817 |2,215|9,35E-06 GALC intron_variant
rs8014798 14 A C 10,296 2,294 7,15E-06 GALC intron_variant
rs10138763 14 C A 10,296 |2,294|7,15E-06 GALC intron_variant
rs28587714 14 A G 10,31312,241]4,17E-06 GALC upstream_gene_variant
rs60617687 14 G T 10,352|2,281|5,67E-06 GALC intron_variant
rs73312821 14 C G 10,829]2,345]| 3,88E-06 GALC NMD_transcript_variant
rs17123957 14 G A 11,85412,661|8,41E-06 GALC upstream_gene_variant
rs75542709 14 G A 13,392|2,968| 6,43E-06 GALC intron_variant
rs275739 15 C T 11,477] 2,92 |8,49E-05| GPR176 nc_transcript_variant
rs28667727 14 C T 10,296 ]2,293|7,15E-06 GPR65 upstream_gene_variant
rs73312867 14 C A 10,89412,351|3,59E-06 GPR65 upstream_gene_variant
rs36072806 C T -5,87 [1,307|7,06E-06 GRID2 intron_variant
rs13117925 G A -5,82 |1,312|9,13E-06 GRID2 intron_variant
rs28409430 4 A G -5,417 |1,24211,29E-05 GRID2 intron_variant
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SNPID chr| coded_all |noncoded_all| beta SE pval Gene name Location
rs1444766 | 3 G A -4,525 | 1,15 | 8,32E-05 KALRN intron_variant
rs12079084 A T 11,558 | 2,895 | 6,55E-05| KIAA1614 intron_variant
rs12091773| 1 T C 11,563 | 2,898 | 6,60E-05| KIAA1614 intron_variant
rs61809171| 1 G A 12,077 | 3,039 | 7,08E-05| KIAA1614 intron_variant
rs11624293| 14 C T 10,849 | 2,382 |5,27E-06| LINC1146 upstream_gene_variant
rs7926717 | 11 T G 5,494 | 1,375]6,46E-05 MPZL2 downstream_gene_variant
rs113423097| 1 A G 9,66 |2,412]6,22E-05 PLEKHA6 intron_variant
rs7324113 | 13 T C 4,092 |1,031|7,26E-05| RN7SL164P upstream_gene_variant
rs7162401 | 15 C T 4,395 | 1,126 |9,49E-05| RNU6-38P upstream_gene_variant
rs8006352 | 14 T G 10,296 | 2,294 | 7,15E-06 | RNU6-835P upstream_gene_variant
rs8007233 | 14 A G 10,296 | 2,294 | 7,15E-06 | RNU6-835P upstream_gene_variant
rs10220572| 14 G C 10,296 | 2,293 | 7,15E-06 | RNU6-835P upstream_gene_variant
rs7140285 | 14 T C 11,872 | 2,664 | 8,35E-06 | RNU6-835P upstream_gene_variant
rs622444951 3 G A -5,18 | 1,264 | 4,19E-05 RPS24P8 upstream_gene_variant
rs62244476| 3 T A -5,177 | 1,264 | 4,23E-05 RPS24P8 upstream_gene_variant
rs622444771 3 T G -5,176 | 1,264 | 4,24E-05 RPS24P8 upstream_gene_variant
rs622444941 3 T C -5,174 | 1,264 | 4,23E-05 RPS24P8 upstream_gene_variant
rs622444931 3 A G -5,171 | 1,263 | 4,26E-05 RPS24P8 upstream_gene_variant
rs75957420( 3 A G -5,163 | 1,264 | 4,42E-05 RPS24P8 upstream_gene_variant
rs17401898| 8 A C 4,686 | 1,171 6,31E-05 RSPO2 intron_variant
rs17310810| 8 T C 4,694 |1,172|6,22E-05 RSPO2 intron_variant
rs17310887| 8 C G 4,698 | 1,173 | 6,20E-05 RSPO2 intron_variant
rs966377 | 8 G A 4,704 |1,173|6,10E-05 RSPO2 intron_variant
rs4734165 | 8 A C 4,726 | 1,175 5,73E-05 RSPO2 intron_variant
rs4735022 | 8 A G 4,746 | 1,178 |5,61E-05 RSPO2 intron_variant
rs7871655 | 9 C G 4,781 1,19 | 5,92E-05 RXRA nc_transcript_variant
rs1571784 | 13 G A 5,154 | 1,299 7,22E-05 SLC7A1 3_prime_UTR_variant
rs6490409 | 13 G A 6,501 | 1,647 |7,92E-05 SLC7A1 intron_variant
rs2802249 | 13 G A 6,508 | 1,645 |7,62E-05 SLC7A1 intron_variant
rs2150690 | 13 A G 6,547 | 1,668 | 8,71E-05 SLC7A1 intron_variant
rs2802248 | 13 C A 6,547 | 1,668 | 8,68E-05 SLC7A1 downstream_gene_variant
rs2776963 | 13 C T 6,547 | 1,668 | 8,68E-05 SLC7A1 downstream_gene_variant
rs2150693 | 13 C G 6,547 | 1,668 | 8,69E-05 SLC7A1 downstream_gene_variant
rs2150692 | 13 C A 6,547 | 1,668 | 8,69E-05 SLC7A1 downstream_gene_variant
rs1018679 | 13 G A 6,548 | 1,668 | 8,65E-05 SLC7A1 intron_variant
rs1018682 | 13 G A 6,549 | 1,666 | 8,49E-05 SLC7A1 intron_variant
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SNPID chr| coded_all [noncoded_alll beta SE pval Gene name Location
rs2150688 | 13 T C 6,567 | 1,672 |8,57E-05 SLC7A1 intron_variant
rs3783260 |13 T C 6,645 | 1,653|5,82E-05 SLC7A1 intron_variant
rs3783262 |13 A T 6,645 | 1,653 |5,81E-05 SLC7A1 intron_variant
rs1411928 |13 A G 6,788 | 1,598 | 2,17E-05 SLC7A1 intron_variant
rs2776957 |13 C T 6,802 | 1,599]2,11E-05 SLC7A1 upstream_gene_variant
rs2776959 | 13 C T 6,811 | 1,603 2,14E-05 SLC7A1 intron_variant
rs4867905 5 T C 4,445 11,138 |9,43E-05 SLIT3 intron_variant
rs75043545 | 22 A G 7,5 1,82 | 3,76E-05 SYN3 upstream_gene_variant
rs2027845 | 22 C T 8,862 | 2,272 |9,58E-05 SYN3 intron_variant
rs2027846 | 22 A C 8,864 |2,271]9,51E-05 SYN3 intron_variant
rs76099980 | 22 G T 8,867 | 2,278 |9,94E-05 SYN3 intron_variant
rs75409784 | 22 C T 8,962 | 2,301 ]9,86E-05 SYN3 intron_variant
rs56103417 | 22 C A 8,965 | 2,297 | 9,49E-05 SYN3 intron_variant
rs7291280 |22 T C 8,985 | 2,304 |9,65E-05 SYN3 intron_variant
rs57040275 | 22 A G 8,992 2,3 |9,27E-05 SYN3 intron_variant
rs186235520 | 22 T C 9,024 | 2,31 |9,37E-05 SYN3 intron_variant
rs73881944 | 22 C T 9,634 |2,423]7,02E-05 SYN3 intron_variant
rs62532730 | 9 G A -11,363 | 2,883 | 8,13E-05| ZDHHC21 intron_variant
rs62532732 | 9 A G -11,359( 2,882 | 8,10E-05| ZDHHC21 intron_variant
rs59586608 | 7 A C 4,864 | 1,25 |9,96E-05 ZNF84B intron_variant
rs62463576 | 7 A C 4,867 | 1,25 |9,89E-05 ZNF84B intron_variant
rs4637735 7 T C 4,934 | 1,258 |8,77E-05 ZNF84B intron_variant
rs17309234 | 7 T A 4,971 |1,242|6,26E-05 ZNF84B intron_variant
rs17400494 | 7 T C 4,983 | 1,243 |6,10E-05 ZNF84B intron_variant
rs55685026 | 7 T C 4,985 | 1,24 |5,83E-05 ZNF84B intron_variant
rs59620978 | 7 C T 4,985 | 1,24 |5,83E-05 ZNF84B intron_variant
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Tabella 3. Risultati dell’associazione genome-wide per la risposta pressoria
diastolica all’atenololo associate agli SNPs con P value <107, Tutti gli SNPs
imputati hanno una qualita di imputazione (Rsq) >0.8. P indica i p values di
associazione; SE, errore standard; Chr, cromosoma; SNP, polimorfismo a
singolo nucleotide.

SNPID chr |coded_alllnoncoded_all| beta | SE pval |Gene name Location
rs11657401| 17 G A -3,182|0,724{1,10E-05| ARHGAP44 intron_variant
rs4792293 17 T C -2,795]0,704{7,27E-05| ARHGAP44 intron_variant
rs1971662 17 C T -2,732|0,674{5,04E-05|{ ARHGAP44 intron_variant
rs9891581 17 C T -2,723|0,673|5,18E-05{ ARHGAP44 intron_variant
rs8075830 17 G A -2,722]0,672|5,12E-05| ARHGAP44 intron_variant
rs9892176 | 17 G C -2,682|0,677|7,40E-05| ARHGAP44 intron_variant
rs8082179 | 17 C T -2,675|0,663|5,43E-05| ARHGAP44 intron_variant
rs11651515| 17 T G 3,093(0,709]1,27E-05| ARHGAP44 intron_variant
rs1075456 15 T G -2,656]0,678|8,97E-05 CA12 intron_variant
rs62254186| 3 C A -4,121|1,021(5,48E-05{ CACNA2D3 intron_variant
rs62254233| 3 G T -3,988|0,997|6,30E-05| CACNA2D3 intron_variant
rs7372750 3 C T -3,964] 0,99 |6,22E-05| CACNA2D3 intron_variant
rs12247369| 10 G A -3,729|0,916(4,67E-05 CACNB2 intron_variant
rs1757210 | 10 G A 2,95710,713|3,34E-05[ CACNB2 intron_variant
rs1779226 | 10 A G 2,95910,707|2,87E-05[ CACNB2 intron_variant
rs7067916 10 A G 2,984 0,706|2,38E-05] CACNB2 downstream_gene_variant
rs1757211 10 A G 3,009(0,714)2,54E-05] CACNB2 intron_variant
rs78122842\| 10 A G 8,016]1,85|1,47E-05] CACNB2 intron_variant
rs139356180| 16 G T -6,293|1,539|4,32E-05] CCDC11 nc_transcript_variant
rs72622204| 16 C A -6,285|1,539|4,42E-05] CCDC11 nc_transcript_variant
rs34413922 | 16 T C -6,281]1,534/4,23E-05| CCDC11 NMD_transcript_variant
rs79912905| 16 T C -6,279|1,533|4,20E-05] CCDC11 NMD_transcript_variant
rs77535137| 16 A G -6,279|1,533|4,21E-05[ CCDC11 intron_variant
rs76569227| 16 T C -6,276|1,533|4,26E-05| CCDC11 upstream_gene_variant
rs139102754| 16 T C -6,275|1,537|4,43E-05[ CCDC11 intron_variant
rs3986793 16 A G -6,275|1,537|4,45E-05[ CCDC11 intron_variant
rs13331691| 16 G A -6,273|1,532|4,20E-05| CCDC11 intron_variant
rs72622207| 16 A G -6,272|1,536(4,46E-05[ CCDC11 NMD_transcript_variant
rs72622205| 16 C T -6,272|1,536(4,47E-05[ CCDC11 NMD_transcript_variant
rs72622206| 16 A G -6,271|1,536|4,47E-05] CCDC11 nc_transcript_variant
rs143399275| 16 A G -6,27 |1,536|4,48E-05| CCDC11 NMD_transcript_variant
rs12000504 9 C T -7,105]1,532|3,52E-06 CER1 downstream_gene_variant
rs62534320| 9 C T -6,366(1,452|1,16E-05] CER1 downstream_gene_variant
rs11767826| 7 C A -4,6431,112(2,96E-05{ CNTNAP2 intron_variant
rs12703910| 7 C T -4,321|1,109|9,78E-05] CNTNAP2 intron_variant
rs4773185 13 G A -3,903]0,952|4,13E-05] COL4A2 intron_variant
rs7322736 | 13 G C -3,898|0,951{4,15E-05| COL4A2 intron_variant
rs61737590 C T -9,426|2,013|2,83E-06] FAMA46B missense_variant
rs35810604 T C -8,767]2,052|1,93E-05| FAM46B synonymous_variant
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SNPID chr | coded_all| noncoded_all| beta SE pval Gene name Location
rs71638504 | 1 A G -8,171 1,803 5,87E-06 FAM46B | downstream_gene_variant
rs35308549 | 1 T C -8,14 1,792 | 5,55E-06 FAM46B | downstream_gene_variant
rs36092677 | 1 G A -7,893 1,778 9,06E-06 FAM46B | downstream_gene_variant
rs114324038]| 1 C T -7,699 1,796 1,81E-05 FAM46B intron_variant
rs74958392 | 1 T G -7,632 | 1,786 | 1,94E-05 FAMA46B 3_prime_UTR_variant
rs12755215| 1 A G -7,583 | 1,775 | 1,94E-05 FAMA46B intron_variant
rs57982953 | 4 C G -4,881 1,254 9,93E-05 GRID2 intron_variant
rs36072806 | 4 C T -3,403 | 0,837 | 4,80E-05 GRID2 intron_variant
rs13117925| 4 G A -3,361 0,84 6,33E-05 GRID2 intron_variant
rs13004233 | 2 C A 2,959 0,757 9,34E-05 HECW2 intron_variant
rs11898010 | 2 C T 2,959 0,758 9,46E-05 HECW2 intron_variant
rs13405228 | 2 A T 3,014 0,76 7,28E-05 HECW?2 intron_variant
rs13004625 | 2 T C 3,019 0,768 | 8,56E-05 HECW?2 intron_variant
rs7560541 2 T C 3,505 0,813 1,63E-05 HECW2 nc_transcript_variant
rs11761127 | 7 T C 4,064 0,927 | 1,15E-05 IFRD1 intron_variant
rs2297550 1 G C -3,941 | 0,982 5,97E-05 IKBKE upstream_gene_variant
rs4772407 | 13 C T -3,17 0,744 2,07E-05 ITGBL1 intron_variant
rs2031841 | 13 T C -3,158 | 0,704 | 7,16E-06 ITGBL1 intron_variant
rs6491640 | 13 T A -3,029 | 0,723 | 2,78E-05 ITGBL1 intron_variant

rs1595164 | 13 T C -2,988 0,72 3,30E-05 ITGBL1 intron_variant
rs1595163 | 13 T C -2,986 0,719 3,32E-05 ITGBL1 intron_variant
rs3916915 | 13 G A -2,962 | 0,723 | 4,23E-05 ITGBL1 intron_variant
rs9518494 | 13 A T -2,764 | 0,694 | 6,79E-05 ITGBL1 intron_variant
rs9300690 | 13 C T -2,758 0,694 7,02E-05 ITGBL1 intron_variant
rs6491639 | 13 G A -2,732 | 0,701 | 9,86E-05 ITGBL1 intron_variant
rs6477084 9 G A -3,671 0,832 1,03E-05 KANK1 intron_variant
rs7021495 9 A C -3,643 0,865 2,51E-05 KANK1 intron_variant
rs7030653 | 9 C A -3,57 0,913 | 9,20E-05 KANK1 intron_variant
rs10116503 | 9 T G -3,569 | 0,901 | 7,42E-05 KANK1 intron_variant
rs10975560 | 9 C T -3,568 0,914 9,45E-05 KANK1 intron_variant
rs6477082 9 G A -3,531 | 0,833 2,23E-05 KANK1 intron_variant
rs6477083 | 9 G C -3,527 | 0,832 | 2,23E-05 KANK1 intron_variant
rs7090456 | 10 A G -3,24 0,798 4,91E-05 LHPP intron_variant
rs10901760 | 10 A G -3,224 0,798 5,31E-05 LHPP intron_variant
rs11245292 | 10 T C -3,205 | 0,804 | 6,67E-05 LHPP intron_variant
rs12269523 | 10 C T -3,178 0,797 6,71E-05 LHPP nc_transcript_variant
rs10794153 | 10 T C -3,177 | 0,797 | 6,79E-05 LHPP intron_variant
rs956692 10 A G -3,176 0,797 6,76E-05 LHPP nc_transcript_variant
rs3891517 | 10 A G -3,176 | 0,797 | 6,77E-05 LHPP intron_variant
rs4962382 | 10 A G -3,176 | 0,798 | 6,88E-05 LHPP nc_transcript_variant
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SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location

rs4962384 | 10 T C -3,174 | 0,798 | 6,96E-05 LHPP nc_transcript_variant
rs10794155 | 10 -3,17 0,798 7,16E-05 LHPP nc_transcript_variant
rs72837376 | 10 -3,168 | 0,798 | 7,21E-05 LHPP intron_variant
rs12358685 | 10 -3,168 | 0,798 | 7,21E-05 LHPP nc_transcript_variant
rs55762237 | 10 -3,168 | 0,798 7,28E-05 LHPP nc_transcript_variant
rs10901766 | 10 -3,166 | 0,799 | 7,42E-05 LHPP intron_variant
rs4962383 | 10 -3,166 | 0,799 | 7,40E-05 LHPP nc_transcript_variant
rs56260700 | 10 -3,161 | 0,799 | 7,67E-05 LHPP intron_variant
rs62133925 | 2 -3,573 0,87 4,03E-05 LINC486 intron_variant
rs35636332 -3,553 | 0,871 | 4,52E-05 LINC486 intron_variant
rs74118518 -7,387 1,76 2,70E-05 LMX1A intron_variant
rs11714045 | 3 2,529 0,641 | 8,05E-05 NIT2 nc_transcript_variant
rs4767526 |12 -2,749 0,7 8,61E-05 NOS1 intron_variant

rs147389183| 16 -6,366 1,572 5,12E-05 NUPR1 downstream_gene_variant

rs1074629 | 16 -6,273 | 1,532 | 4,20E-05 NUPR1 upstream_gene_variant

rs79850259 | 16 -6,269 | 1,536 | 4,48E-05 NUPR1 upstream_gene_variant

rs9923079 | 16 -6,265 1,543 4,92E-05 NUPR1 downstream_gene_variant

el nlPd sl Pd 2N (el Pd N EIP A DI Pd I el Pd Pd I Il Il EE P Pd Pd el I Pd el [l Pd P I P d el P4 P
—H|> ||| |o|ZF|a|a|o |[o|jlo]d|lo|o|do]ld|o|lZ | |H|o]lo ||l |Hjo|lo|H|Z|d|o|lo|lo|o|lo]|o

rs12726806 | 1 -8,25 1,823 | 5,99E-06 OSTCP2 upstream_gene_variant
rs12750643 | 1 -7,835 | 1,882 | 3,12E-05 OSTCP2 upstream_gene_variant
rs1999351 | 9 2,769 | 0,659 | 2,67E-05 PAPPA intron_variant
rs1331138 | 9 2,786 0,675 3,65E-05 PAPPA intron_variant
rs4358593 | 6 4,226 1,066 | 7,41E-05 PARK2 intron_variant
rs62636151 | 6 4,298 1,079 | 6,82E-05 PARK2 intron_variant
rs62435934 | 6 4,413 1,091 | 5,26E-05 PARK2 intron_variant
rs62435935 | 6 4,413 1,091 | 5,27E-05 PARK2 intron_variant
rs13218225 | 6 -3,372 | 0,864 | 9,43E-05 PLAGL1 upstream_gene_variant
rs60428302 | 7 5,448 1,323 | 3,79E-05 PLXNA4 intron_variant
rs1190047 | 6 -3,22 0,79 4,60E-05 PREP intron_variant
rs11830037 | 12 -5,049 | 1,284 | 8,45E-05 RAPGEF3 upstream_gene_variant
rs11830537 | 12 -5,017 | 1,281 | 8,94E-05 | RAPGEF3 intron_variant
rs78612041 | 7 4,011 1 6,04E-05 | RN7SKP187 | downstream_gene_variant
rs8069843 | 17 2,907 | 0,723 | 5,85E-05 SDK2 intron_variant
rs8069114 | 17 2,908 0,724 | 5,86E-05 SDK2 intron_variant
rs11869311 | 17 2,924 0,723 | 5,26E-05 SDK2 intron_variant
rs12150586 | 17 2,935 | 0,723 | 4,96E-05 SDK2 intron_variant
rs12150205 | 17 2,937 | 0,724 | 4,95E-05 SDK2 intron_variant
rs7207944 |17 2,944 0,735 | 6,13E-05 SDK2 nc_transcript_variant
rs12600925 | 17 2,952 | 0,724 | 4,58E-05 SDK2 intron_variant
rs6501646 |17 2,966 0,729 | 4,70E-05 SDK2 intron_variant
rs9892260 |17 2,994 0,735 4,59E-05 SDK2 intron_variant
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SNPID chr | coded_all| noncoded_all| beta SE pval Gene name Location
rs1994162 17 C T 2,996| 0,735 4,58E-05 SDK2 downstream_gene_variant
rs8078324 | 17 C T 2,996 0,735 4,58E-05 SDK2 intron_variant
rs8077756 17 C G 2,999| 0,742 5,30E-05 SDK2 intron_variant
rs62074127 | 17 T C 3,001 0,734 4,32E-05 SDK2 nc_transcript_variant
rs8082324 | 17 T A 3,011| 0,742 4,90E-05 SDK2 intron_variant
rs8082329 | 17 T G 3,012| 0,742 4,88E-05 SDK2 intron_variant
rs8078270 17 A C 3,013 | 0,742 4,88E-05 SDK2 intron_variant
rs35084252 | 17 G T 3,062| 0,755 4,96E-05 SDK2 intron_variant
rs7216604 17 T C 3,156 | 0,769 4,05E-05 SDK2 nc_transcript_variant
rs8082038 17 T C 3,367 | 0,745 6,24E-06 SDK2 intron_variant
rs8077605 | 17 C T 3,368 | 0,745 6,14E-06 SDK2 intron_variant
rs28804765 | 17 C A 3,399| 0,748 5,51E-06 SDK2 intron_variant
rs1785326 | 18 C A -3,519| 0,842 2,92E-05 SLMO1 upstream_gene_variant
rs4483914 | 18 T C -3,333| 0,845 8,03E-05 SLMO1 intron_variant
rs503307 18 A G -3,284| 0,836 8,47E-05 SLMO1 intron_variant
rs573390 18 T C -3,241] 0,827 8,97E-05 SLMO1 intron_variant
rs2945752 8 A G 5,362| 1,253 1,87E-05 ST3GAL1 intron_variant
rs72622208 | 16 T C -6,648| 1,628 4,43E-05 SULT1A2 intron_variant
rs190899427| 16 A G -6,503] 1,59 4,31E-05 SULT1A2 NMD_transcript_variant
rs187570477| 16 G A -6,503| 1,59 4,31E-05 SULT1A2 NMD_transcript_variant
rs2291937 16 G T -6,308| 1,54 4,20E-05 SULT1A2 | downstream_gene_variant
rs13336311 | 16 T C -6,276] 1,532 4,19E-05 SULT1A2 | downstream_gene_variant
rs4149409 16 A G -6,273| 1,532 4,20E-05 SULT1A2 | downstream_gene_variant
rs35859457 | 1 T C -8,311] 1,821 5,03E-06 TRNP1 upstream_gene_variant
rs74062562 | 1 C T -8,241| 1,819 5,88E-06 TRNP1 intron_variant
rs4077651 1 G C -8,06 | 1,845 1,25E-05 TRNP1 synonymous_variant
rs6658653 1 C T -7,916] 1,786 9,35E-06 TRNP1 intron_variant
rs56196070 | 16 C T 2,962 0,728 4,67E-05 XPO6 intron_variant
rs7027927 9 A G -7,191] 1,61 7,93E-06 ZDHHC21 upstream_gene_variant
rs79099979 | 7 T G 4,026 1,015 7,24E-05 ZNF277 intron_variant
rs12497224 | 3 T G -3,277 0,8 4,25E-05 ZNF385D intron_variant
rs11129051| 3 T A -3,181| 0,784 5,01E-05 ZNF385D intron_variant
rs9861936 3 A T -3,177] 0,791 5,97E-05 ZNF385D nc_transcript_variant
rs11129050 | 3 T A -3,155| 0,784 5,76E-05 ZNF385D intron_variant
rs17400494 | 7 T C 3,187 | 0,796 6,25E-05 ZNF84B intron_variant
rs17309234 | 7 T A 3,188 0,795 6,11E-05 ZNF84B intron_variant
rs55685026 | 7 T C 3,205| 0,794 5,48E-05 ZNF84B intron_variant
rs59620978 | 7 C T 3,206| 0,794 5,45E-05 ZNF84B intron_variant
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Tabella 4. Risultati dell’associazione genome-wide per la risposta della
frequenza cardiaca all’atenololo associate agli SNPs con P value <10~. Tutti
gli SNPs imputati hanno una qualita di imputazione (Rsq) >0.8. P indica i p
values di associazione; SE, errore standard; Chr, cromosoma; SNP,
polimorfismo a singolo nucleotide.

SNPID chr |coded_alllnoncoded_all| beta SE pval Gene name location
rs112439546| 11 C T 5,283 1,305 5,18E-05 ACCSL intron_variant
rs4699038 4 A G 3,136| 0,769 4,55E-05 ACTR3BP4 | upstream_gene_variant
rs11072916 | 15 C T -2,594| 0,614 2,41E-05 ARNT2 intron_variant
rs12591286 | 15 A G -2,593| 0,614 2,42E-05 ARNT2 intron_variant
rs59401457 | 15 G T -2,586| 0,614 2,53E-05 ARNT2 intron_variant
rs1369102 17 T C 2,333| 0,593 8,36E-05 ASIC2 intron_variant
rs1434584 17 G T 2,608| 0,582 7,32E-06 ASIC2 intron_variant
rs67227563 | 17 T C 2,63 0,58 5,82E-06 ASIC2 intron_variant
rs10221246 | 17 A G 2,66 0,576 3,90E-06 ASIC2 intron_variant
rs8079510 17 T A 2,668| 0,568 2,66E-06 ASIC2 intron_variant
rs8070120 17 C T 2,741 0,58 2,31E-06 ASIC2 intron_variant
rs818710 9 C A -2,809| 0,686 4,22E-05 BSPRY intron_variant
rs17697710| 16 T C 4,135 1,02 5,01E-05 Cl60rf95 intron_variant
rs111504448| 16 A C 4,138| 1,026 5,55E-05 C160rf95 intron_variant
rs17770360| 16 T A 4,142 1,02 4,88E-05 C160rf95 intron_variant
rs78722147 | 16 A G 4,154 1,038 6,29E-05 C160rf95 intron_variant
rs111687780| 16 A G 4,176 1,044 6,33E-05 Cl160rf95 intron_variant
rs75118523 | 16 T C 4,286| 1,047 4,22E-05 C160rf95 nc_transcript_variant
rs17697614 | 16 C G 4,317| 1,069 5,35E-05 C160rf95 intron_variant
rs111388464| 16 T C 4,355 1,046 3,12E-05 C160rf95 intron_variant
rs113254636| 16 A G 4,382 1,058 3,46E-05 Cl160rf95 nc_transcript_variant
rs10863178 | 16 C G 4,39 1,061 3,48E-05 C160rf95 nc_transcript_variant
rs11584292 1 C G 2,288| 0,579 7,84E-05 CAPN8 intron_variant
rs60148563 | 20 C G -2,771] 0,654 2,27E-05 CDH4 intron_variant
rs60763673 | 20 C G -2,769| 0,652 2,17E-05 CDH4 intron_variant
rs74842180| 20 T C -2,75 0,652 2,45E-05 CDH4 intron_variant
rs73306669 | 20 A G -2,737] 0,65 2,58E-05 CDH4 intron_variant
rs79092406 | 20 T C -2,697| 0,65 3,32E-05 CDH4 intron_variant
rs73306692 | 20 T C -2,661] 0,651 4,30E-05 CDH4 intron_variant
rs6089254 20 C T 2,461 0,619 7,07E-05 CDH4 intron_variant
rs1128432 16 T C 3,686| 0,845 1,29E-05 CMIP downstream_gene_variant
rs4889373 16 A G 3,925| 0,907 1,50E-05 CMIP downstream_gene_variant
rs17811041| 10 C G 5,728 1,373 3,02E-05 DMBT1 intron_variant
rs75085292 | 10 G A 5,728 1,373 3,04E-05 DMBT1 intron_variant
rs113789559| 7 A C -3,349] 0,851 8,35E-05 DPY19L2P3 | upstream_gene_variant
rs28591682 7 C T -2,879| 0,718 6,04E-05 DPY19L2P3 intron_variant
rs17603986 7 T C -2,854| 0,718 7,02E-05 DPY19L2P3 nc_transcript_variant
rs28457783 7 G T -2,848| 0,719 7,47E-05 DPY19L2P3 | upstream_gene_variant
rs28573839 7 A G -2,847] 0,719 7,49E-05 DPY19L2P3 | upstream_gene_variant
rs73090342 7 C T -2,844| 0,718 7,41E-05 DPY19L2P3 | upstream_gene_variant
rs62095223 | 18 G A -2,719| 0,688 7,77E-05 DSG2 intron_variant
rs4341240 9 G C 3,036 0,759 6,29E-05 FREM1 intron_variant
rs7721747 5 A G 2,304| 0,589 9,11E-05 HTR4 intron_variant
rs2068190 5 G A 2,365 0,572 3,56E-05 HTR4 intron_variant
rs11956922 5 C A 2,365| 0,573 3,62E-05 HTR4 intron_variant
rs6580561 5 G A 2,368| 0,573 3,60E-05 HTR4 intron_variant
rs76644589 5 C T 4,542 1,103 3,83E-05 HTR4 intron_variant
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rs1971719 5 C T 4,549 1,105 3,86E-05 HTR4 NMD_transcript_variant
rs75253144 5 A G 4,552 1,105 3,78E-05 HTR4 NMD_transcript_variant
rs17108477 5 G A 4,552 1,105 3,78E-05 HTR4 intron_variant
rs77596954 5 T C 4,552 1,105 3,82E-05 HTR4 intron_variant
rs17108469 5 G C 4,552 | 1,106 3,83E-05 HTR4 intron_variant
rs77233444 | 5 T C 4,552 | 1,105 3,83E-05 HTR4 intron_variant
rs12514680 5 A G 4,553 1,105 3,77E-05 HTR4 intron_variant
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SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name location
rs28483490 | 5 A G 4,555 11,105 | 3,77E-05 HTR4 intron_variant
rs76743111 | 5 A G 4,556 | 1,104 | 3,69E-05 HTR4 intron_variant
rs28406232 | 5 C T 4,557 11,106 | 3,76E-05 HTR4 intron_variant
rs74929219 | 5 A G 4,558 11,104 | 3,68E-05 HTR4 intron_variant
rs76210003 | 5 C A 4,559 11,105 | 3,68E-05 HTR4 intron_variant
rs1655305 1 A G -2,681| 0,63 |2,11E-05 LINC582 non_coding_exon_variant
rs3930366 1 A C -2,664 10,661 | 5,53E-05 LINC582 nc_transcript_variant
rs1765791 1 T C 2,47 10,614 |5,79E-05 LINC582 intron_variant
rs3125933 1 G T 2,538 10,625 |4,84E-05 LINC582 downstream_gene_variant
rs3120734 1 T C 2,637 | 0,63 | 2,81E-05 LINC582 downstream_gene_variant
rs4904943 | 14 G C -3,153 10,809 | 9,70E-05 LRFN5 intron_variant
rs12878021 | 14 T C -3,116 | 0,798 | 9,37E-05 LRFN5 intron_variant
rs223495 4 G A 2,651 | 0,655 |5,24E-05| LRRC37A15P upstream_gene_variant
rs223494 4 T C 2,717 10,663 |4,15E-05 MANBA nc_transcript_variant
rs223501 4 A G 2,763 | 0,654 |2,42E-05 MANBA intron_variant
rs223487 4 C A 3,143 | 0,766 | 4,05E-05 MANBA upstream_gene_variant
rs8124588 | 20 G C 4,512 11,031 |1,20E-05 MIR4532 upstream_gene_variant
rs73177839 | 20 T C 4,927 | 1,167 |2,41E-05 MIR4532 downstream_gene_variant
rs73177833 | 20 C G 4,93 |1,167|2,38E-05 MIR4532 downstream_gene_variant
rs73177830 | 20 A G 4,982 11,167 | 1,96E-05 MIR4532 mature_miRNA_variant
rs56213819 | 20 G A 5,171 |1,188]1,35E-05 MIR4532 downstream_gene_variant
rs12115383 | 9 G C -2,547 10,644 |7,62E-05 MVB12B intron_variant
rs7870743 9 A T -2,521 (0,646 | 9,64E-05 MVB12B intron_variant
rs72815019 | 17 G C 4,613 11,108 | 3,12E-05 MYO1D intron_variant
rs4795715 | 17 C T 4,619 | 1,107 | 3,02E-05 MYO1D intron_variant
rs72815020 | 17 A G 4,623 11,108 | 3,02E-05 MYO1D intron_variant
rs55763636 | 17 G T 4,625 | 1,108 |2,99E-05 MYO1D nc_transcript_variant
rs4794931 | 17 G A 4,625 | 1,109 | 3,03E-05 MYO1D intron_variant
rs72815025 | 17 C T 4,627 | 1,11 |3,06E-05 MYO1D intron_variant
rs9544414 | 13 A G -2,499 10,612 | 4,38E-05 NBEA intron_variant
rs9544293 | 13 C T -2,412 10,619 | 9,90E-05 NBEA intron_variant
rs1928388 | 13 A G -2,386 0,612 |9,63E-05 NBEA intron_variant
rs4943302 | 13 A G 2,417 10,615 | 8,61E-05 NBEA intron_variant
rs7990906 | 13 G A 2,466 | 0,616 | 6,29E-05 NBEA intron_variant
rs74041744 | 13 T C 2,941 | 0,746 | 8,00E-05 NBEA intron_variant
rs11240331 | 1 T C 2,821 | 0,694 | 4,84E-05 NFASC intron_variant
rs12145998 | 1 T C 2,831 | 0,69 |4,10E-05 NFASC intron_variant
rs4951153 1 A C 2,833 10,688 | 3,83E-05 NFASC intron_variant
rs12139426 | 1 A G 2,833 10,688 | 3,85E-05 NFASC intron_variant
rs6702469 1 C T 2,854 | 0,69 |3,55E-05 NFASC intron_variant
rs6700069 1 G A 2,875 | 0,689 |2,99E-05 NFASC intron_variant
rs6697344 1 A C 2,876 0,685 | 2,68E-05 NFASC nc_transcript_variant
rs6661266 1 G A 2,877 |0,685]2,68E-05 NFASC intron_variant
rs11240332 | 1 A G 2,877 | 0,689 |2,94E-05 NFASC intron_variant
rs6700188 1 G A 2,877 | 0,689 |2,96E-05 NFASC intron_variant
rs6661192 1 G A 2,878 10,686 | 2,69E-05 NFASC intron_variant
rs11240330 | 1 A C 2,878 10,694 | 3,36E-05 NFASC intron_variant
rs4950977 1 A T 2,88 |0,687]2,73E-05 NFASC intron_variant
rs4951152 1 A C 2,881 | 0,687 |2,75E-05 NFASC intron_variant
rs4950976 1 G A 2,881 [ 0,688 |2,79E-05 NFASC intron_variant
rs6661381 1 G A 2,891 [ 0,693 | 3,06E-05 NFASC intron_variant
rs4951151 1 C T 2,959 | 0,722 |4,21E-05 NFASC intron_variant
rs58746216 | 12 T A -2,565 (0,649 | 7,79E-05 NOS1 intron_variant
rs2054678 | 12 G A -2,427 (0,591 | 4,05E-05 NOS1 intron_variant
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SNPID chr| coded_all | noncoded_all beta SE pval |Gene name location
rs11068468 12 A T -2,421 1 0,597 | 4,95E-05 NOS1 nc_transcript_variant
rs10850818 12 T C -2,302 | 0,583 | 7,83E-05 NOS1 intron_variant
rs73566538 19 A G -4,48 | 0,968 | 3,64E-06 NPAS1 |downstream_gene_variant
rs73566537 19 A C -4,409 | 0,954 | 3,85E-06 NPAS1 |downstream_gene_variant
rs7555046 1 C T 3,162 | 0,77 | 4,03E-05| OR9H1P nc_transcript_variant
rs12758719 1 G T 3,168 | 0,771 | 3,94E-05 | OR9H1P |downstream_gene_variant
rs61855147 1 A C 3,421 1 0,878 | 9,71E-05 | OR9H1P upstream_gene_variant
rs6699571 1 T C 3,441 | 0,88 | 9,20E-05 | OR9H1P upstream_gene_variant
rs6663851 1 G A 3,456 | 0,884 | 9,22E-05 | OR9H1P upstream_gene_variant
rs114063532 1 A G 3,465 | 0,886 | 9,14E-05 | OR9H1P |downstream_gene_variant
rs6935001 6 A G 2,353 | 0,594 | 7,50E-05 PKMP5 upstream_gene_variant
rs7764789 6 C G 2,359 | 0,596 | 7,56E-05 PKMP5 upstream_gene_variant
rs11243045 6 G A 2,36 | 0,602 | 8,89E-05 PKMP5 upstream_gene_variant
rs6930257 6 C T 2,373 0,6 7,60E-05 PKMP5 upstream_gene_variant
rs7763807 6 G A 2,374 | 0,598 | 7,08E-05 PKMP5 upstream_gene_variant
rs2876005 6 T C 2,431 | 0,621 | 8,95E-05| PKMP5 |non_coding_exon_variant
rs9392734 6 T C 2,562 | 0,639 | 6,09E-05| PKMP5 |non_coding_exon_variant
rs7763207 6 A G 2,59 | 0,649 | 6,53E-05 PKMP5 nc_transcript_variant
rs1915671 10 G C -4,206 | 0,96 | 1,17E-05 PRKG1 intron_variant
rs1189309 10 T C -4,123 | 0,953 | 1,52E-05 PRKG1 intron_variant
rs211085 10 C T -3,871| 0,946 | 4,25E-05 PRKG1 intron_variant
rs1189310 10 G A -2,987 | 0,754 | 7,48E-05 PRKG1 intron_variant
rs7898516 10 T C -2,274 | 0,56 | 4,86E-05 PRKG1 intron_variant
rs139293872 5 T C -3,749 | 0,923 | 4,87E-05 PROP1 |downstream_gene_variant
rs55712631 5 A G -3,656 | 0,932 | 8,71E-05 PROP1 upstream_gene_variant
rs4498267 5 A G -3,578 1 0,901 | 7,15E-05 PROP1 intron_variant
rs2233788 5 G A -3,5451 0,898 | 7,85E-05 PROP1 3_prime_UTR_variant
rs59384944 22 | R -3,022 | 0,761 | 7,14E-05 PRR14L feature_elongation
rs12453759 17 G A 3,072 | 0,741 | 3,34E-05| PSMD12 |downstream_gene_variant
rs7503013 17 G C 3,073 | 0,743 | 3,54E-05 | PSMD12 intron_variant
rs11079690 | 17 G T 3,076 | 0,742 | 3,37E-05 | PSMD12 intron_variant
rs4791292 17 C A 3,078 | 0,741 | 3,27E-05 | PSMD12 intron_variant
rs6504500 17 T C 3,078 | 0,741 | 3,27E-05 | PSMD12 |downstream_gene_variant
rs12453721 | 17 G T 3,078 | 0,742 | 3,40E-05 | PSMD12 |downstream_gene_variant]
rs9904885 17 C T 3,088 | 0,748 | 3,65E-05 | PSMD12 [downstream_gene_variant
rs9303518 17 C T 3,171 | 0,743 | 1,97E-05 | PSMD12 intron_variant
rs140642786 | 5 A G -5,253 | 1,244 | 2,40E-05 | RPL29P14 | upstream_gene_variant
rs13017329 2 G C -4,189 | 1,05 | 6,62E-05 |SLC8A1-AS1 intron_variant
rs9994654 4 C A 2,855 | 0,728 | 8,69E-05 | SLC9B1 intron_variant
rs76231327 4 A G 3,248 | 0,795 | 4,40E-05 | SLC9B1 intron_variant
rs10516497 4 C A 2,835 | 0,728 | 9,94E-05 SLC9B2 |downstream_gene_variant
rs10489658 1 C T 2,435 1 0,592 | 3,95E-05 | SMIM12 intron_variant
rs6660026 1 T G 2,443 | 0,609 | 6,02E-05 | SMIM12 | NMD_transcript_variant
rs1024218 1 C T 2,458 0,6 | 4,23E-05| SMIM12 NMD_transcript_variant
rs13303053 1 T G 2,476 | 0,616 | 5,85E-05 | SMIM12 3_prime_UTR_variant
rs28711164 1 G C 2,484 | 0,609 | 4,56E-05 | SMIM12 NMD_transcript_variant
rs4653079 1 A G 2,484 | 0,609 | 4,59E-05 | SMIM12 NMD_transcript_variant
rs6690688 1 T A 2,486 | 0,616 | 5,42E-05 | SMIM12 intron_variant
rs28447586 1 A C 2,49 0,61 | 4,41E-05 | SMIM12 NMD_transcript_variant
rs6687949 1 T C 2,641 | 0,635 | 3,18E-05 | SMIM12 NMD_transcript_variant
rs482165 22 G A 2,958 | 0,74 | 6,41E-05 | SMPD4P1 intron_variant
rs510431 22 G A 3,096 | 0,774 | 6,31E-05 | SMPD4P1 intron_variant
rs617867 22 C T 3,128 | 0,799 | 9,00E-05 | SMPD4P1 |downstream_gene_variant]
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SNPID chr |coded_all | noncoded_all| beta | SE pval Gene name location
rs506575 22 T A 3,22510,796] 5,10E-05 SMPD4P1 downstream_gene_variant
rs9727400 1 A G 2,534 0,65 | 9,69E-05 SPSB1 upstream_gene_variant
rs9725983 1 G A 2,5410,652] 9,77E-05 SPSB1 upstream_gene_variant
rs9434757 C G 2,805| 0,68 | 3,75E-05 SPSB1 upstream_gene_variant

rs143834522 T C 6,456 |11,491| 1,49E-05 SSBP2 non_coding_exon_variant
rs144330731| 15 G C -2,819]0,663] 2,15E-05 SV2B intron_variant
rs148761946 | 15 T A -2,773]0,666| 3,15E-05 SV2B intron_variant
rs1984873 15 G A -2,77 |0,684] 5,16E-05 SV2B intron_variant
rs2214075 15 G A -2,665|0,645| 3,56E-05 SV2B intron_variant
rs719985 15 G A -2,628|0,641| 4,12E-05 SV2B intron_variant
rs719987 15 G A -2,625|0,641] 4,22E-05 SV2B intron_variant
rs2892181 15 C T -2,56410,643] 6,74E-05 SV2B intron_variant
rs9609658 22 A C -4,146|1,061| 9,28E-05 SYN3 intron_variant
rs35912616 22 D R -4,04811,039( 9,71E-05 SYN3 feature_truncation
rs9609649 22 T C -4,044|1,038| 9,69E-05 SYN3 intron_variant
rs35640347 22 T C -4,031]1,032] 9,31E-05 SYN3 intron_variant
rs9609653 22 A G -4,02411,021] 8,13E-05 SYN3 intron_variant
rs9609648 22 T C -4,014|1,026| 9,15E-05 SYN3 intron_variant
rs9606998 22 A G -4,009|1,026| 9,33E-05 SYN3 intron_variant
rs9609652 22 T C -4,005(1,024] 9,22E-05 SYN3 intron_variant
rs2016169 22 A T -4,005]1,025] 9,30E-05 SYN3 intron_variant
rs9609663 22 G T -3,874| 0,99 | 9,11E-05 SYN3 intron_variant
rs756550 22 C T -3,813|0,979| 9,80E-05 SYN3 intron_variant
rs9401370 6 T A -2,861|0,735| 9,89E-05 TBC1D32 intron_variant
rs9375002 6 A C -2,852]0,733] 9,98E-05 TBC1D32 intron_variant
rs9375001 6 C T -2,819|0,721| 9,22E-05 TBC1D32 intron_variant
rs9401367 6 T C -2,811|0,717| 8,74E-05 TBC1D32 intron_variant
rs6440059 3 C T -3,333|0,824| 5,20E-05 TFDP2 intron_variant
rs2862125 3 G T -3,01 |0,768| 8,86E-05 TFDP2 intron_variant
rs7795109 7 A G -2,607|0,657| 7,25E-05| TMSB4XP3 downstream_gene_variant
rs850013 7 C T -2,59810,658| 7,80E-05 TMSB4XP3 downstream_gene_variant
rs1963416 1 C T -2,81210,638| 1,05E-05 TSNAX downstream_gene_variant
rs36086970 1 T G -2,687/0,621] 1,52E-05 TSNAX downstream_gene_variant
rs1982095 1 A G -2,687|0,625| 1,69E-05 TSNAX nc_transcript_variant
rs7523139 1 G A -2,57510,622| 3,49E-05 TSNAX downstream_gene_variant
rs766288 1 T G -2,53510,623| 4,67E-05 TSNAX downstream_gene_variant
rs1655286 1 T C 2,524 10,624| 5,22E-05 TSNAX intron_variant
rs1615409 1 C A 2,541 10,642 7,57E-05 TSNAX downstream_gene_variant
rs1619386 1 C G -2,781|0,638| 1,30E-05| TSNAX-DISC1 NMD_transcript_variant
rs1655289 1 C T -2,76410,658| 2,65E-05 | TSNAX-DISC1 NMD_transcript_variant
rs10864684 1 T C -2,758|0,637| 1,49E-05| TSNAX-DISC1 NMD_transcript_variant
rs1655288 1 G C -2,679|0,644| 3,20E-05| TSNAX-DISC1 NMD_transcript_variant
rs7533573 1 A G -2,548]0,616| 3,52E-05| TSNAX-DISC1 intron_variant
rs1765781 1 T C -2,545|0,616| 3,60E-05 | TSNAX-DISC1 intron_variant
rs1765782 1 T C -2,54410,616| 3,61E-05| TSNAX-DISC1 NMD_transcript_variant
rs1765784 1 T C 2,597 10,625| 3,29E-05| TSNAX-DISC1 NMD_transcript_variant
rs1655287 1 A G 2,64 10,633] 3,05E-05| TSNAX-DISC1 NMD_transcript_variant
rs11122311 1 T C 2,643 0,63 | 2,74E-05| TSNAX-DISC1 NMD_transcript_variant
rs9837095 3 A G 5,689 |1,337] 2,09E-05 WDR49 intron_variant
rs68072609 7 T C -2,909|0,729] 6,55E-05 ZNRF2P2 intron_variant
rs850027 7 T G -2,85710,722| 7,69E-05 ZNRF2P2 intron_variant
rs850029 7 G A -2,856]0,724] 8,07E-05 ZNRF2P2 intron_variant
rs67970052 7 T C -2,8491 0,72 | 7,60E-05 ZNRF2P2 nc_transcript_variant
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BDKRB2

dSBP
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location
rs61193624 | 14 T G 10,544 | 2,693 | 9,00E-05 BDKRB2 intron_variant
rs56274409 | 14 T A 10,546 | 2,693 |9,01E-05 BDKRB2 intron_variant
40
30
20
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0 T T
10 T/T
-20 T
-30
rs61193624 rs56274409
GENO|MEAN| SD [COUNTS SE GENO|MEAN| SD |COUNTS| SE
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RXRA

SBP4
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location
rs7871655 9 C G 4,781 | 1,19 |5,92E-05 RXRA nc_transcript_variant
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SLC7A1

dsBpP
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location
rs1571784 | 13 G A 5,154 |1,299|7,22E-05|  SLC7A1 3_prime_UTR_variant
rs2776957 | 13 C T 6,802 |1,599]2,11E-05 SLC7A1 upstream_gene_variant
O T T
-5
-10 rs1571784
-15 GENO | MEAN ) COUNTS SE
-20 | = G/G |-18,07| 21,03 15 | 5,429923
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ZDHHC21

dSBP4
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location
rs62532730 | 9 G A -11,363 | 2,883 |8,13E-05| ZDHHC21 intron_variant
rs62532732 | 9 A G -11,359| 2,882 | 8,10E-05| ZDHHC21 intron_variant
" )
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KALRN

dSBP4
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location
rs1444766 3 G A -4,5251 1,15 | 8,32E-05 KALRN intron_variant

- - )
rs1444766
GENO|MEAN| SD SE | N
G/G |-26,59[13,98]2,3976| 34
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IKBKB

dDBP4
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location
rs2297550 1 G C -3,941 | 0,982 | 5,97E-05 IKBKE upstream_gene_variant
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-30 1 G/c |-19,89)11,37] 85 |1,23325
-40 C/C |-16,89(10,81] 303 |0,621018
Plotted SNPs IR0 A 0P 0 RO OO0 0T YO OO RO 01
891 7 1$2297550 100
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RAPGEF3

dDBP4

SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location

rs11830037 | 12 A C -5,049 | 1,284 | 8,45E-05| RAPGEF3 upstream_gene_variant

rs11830537 | 12 T C -5,017 | 1,281 | 8,94E-05 RAPGEF3 intron_variant

\

rs11830037

GENO|MEAN| SD SE N

A/A| -30 | 4 [2,3094] 3

| |..

(. /

A/C |-21,02| 12,5 |1,80422( 48

C/C |-17,22]10,92(0,58706|346)

Plotted SNPs I| (I TWIET 10T 0 TEU DO 0 0WNE 00T EUTO OO MO0 00T 1 Do

8 rs11830037 100
08
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04 80
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60

~ 40
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|
@
(Q/NP) 8Bl UolBUIgWOoaY

< RPAP3 < ENDOU < RAPGEF3 SLC48AT—
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T T T T T
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Position on chr12 (Mb)
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CACNB2

dSBP4
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name Location
rs78122842 | 10 A G 11,838 | 2,888 |4,14E-05 CACNB2 intron_variant
20
10
78122842
0 : : =
A/A GENO|MEAN| sD |COUNTS| SE
-10
A/A| 17 0 1 0
-20 A/G |-15,76{19,46] 25 | 3,892
-30 G/G |-23,61|17,42| 377 ]0,897176

Piotted SNPs | I NEINE 00000 TRTINT AT WO 0 O 00000000 O 00RO RN RN SO OO

8 rs78122842 r | 100
0.8
0.6
04 |+~ 80

0.2

logg(p-value)
(/o) S1el uoneuIquicdsy
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=L0OC100129213
=
T

T
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Position on chr10 (Mb)
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COL4A2

dDBP4
SNPID chr| coded_all | noncoded_all beta SE pval Gene name Location
rs4773185 13 G A -3,903 | 0,952 | 4,13E-05 COL4A2 intron_variant
rs7322736 | 13 G C -3,898 | 0,951 | 4,15E-05 COL4A2 intron_variant

. - - )
. . rs7322736
GENO|MEAN]| SD SE N
- G/G |-27,67|9,887|3,295667| 9
G/C |-19,36/10,65|1,098464| 94
\ / C/C |-16,97|11,22|0,654364{294
. - - )
. rs4773185
— I GENO|MEAN|] SD SE N
G/G |-27,67[9,887|3,295667| 9
G/A |-19,36|10,65|1,098464| 94
A/A |-16,97]11,22|0,654364|294
\ / / ) ’ ’
Plotted SNPs. I 0 IEANR! 00000 O AR OO0 0 0 0 T 0 O
8 r 14773185 [ 100
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04 — 80
6 0.2 o
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‘ < COL4AT < COL4A2-AST CARKD->  ING1—=
e " e |
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—— Wit
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Position on chr13 (Mb)
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PRKG1

HR
SNPID chr position |coded_alll noncoded_all| beta SE pval location
rs1915671 10 53131726 G C -4,206| 0,96 1,17E-05 intron_variant
Rs1189309* 10 53115378 T C -4,1231 0,953 |1,52E-05 intron_variant
rs211085 10 53103108 C T -3,871| 0,946 |4,25E-05 intron_variant
rs7898516 10 53070953 T C -2,274 0,56 4,86E-05 intron_variant
rs1189310 10 53114847 G A -2,987| 0,754 |7,48E-05 intron_variant
o - - )
rs7898516
GENO|MEAN]| SE | N
N I I I T/T |-23,02[1,20| 88
—_— — — — T/C [-22,96/0,85|199
157898516 C/C |-19,79|1,29|109
- J
o - - )
— — — rs211085
— — — — GENO|MEAN] SE | N
— C/C| -34 |5,43| 4
1s711085 C/T |-25,33|1,30| 86
T/T |-21,04]0,70[306
o
o - - )
rs1189310
GENO|MEAN]| SE | N
G/G |-21,11}4,30] 9
| G/A |-24,91|1,14[118
rs1189310 A/A |-20,9 10,74|269
- J
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NOS1

HR
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name location
rs58746216 | 12 T A -2,565 | 0,649 | 7,79E-05 NOS1 intron_variant
rs2054678 | 12 G A -2,4271 0,591 | 4,05E-05 NOS1 intron_variant
rs11068468 | 12 A T -2,4211 0,597 | 4,95E-05 NOS1 nc_transcript_variant
rs10850818 | 12 T C -2,302]0,583|7,83E-05 NOS1 intron_variant
/ )

G/A |-22,09[12,51f 151 [1,018049

rs2054678
GENO|MEAN| SD [COUNTS| SE
G/G [-27,32]12,49] 40 [1,974842
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dDBP4

SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name location

rs4767526 | 12 C T -2,749 | 0,7 |8,61E-05 NOS1 intron_variant

~
rs4767526
GENO|MEAN| SD [COUNTS SE
C/C |-21,36|12,91] 50 1,82575
C/T |-18,65|11,14] 187 [0,814637
T/T |-15,64{10,27| 160 [0,811915
\_ %
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ASIC2

HR4
SNPID chr| coded_all | noncoded_all | beta SE pval Gene name location
rs1369102 | 17 T C 2,333 10,593 | 8,36E-05 ASIC2 intron_variant
rs1434584 | 17 G T 2,608 | 0,582 |7,32E-06 ASIC2 intron_variant
rs67227563 | 17 T C 2,63 | 0,58 |5,82E-06 ASIC2 intron_variant
rs10221246 | 17 A G 2,66 |0,576|3,90E-06 ASIC2 intron_variant
rs8079510 | 17 T A 2,668 | 0,568 | 2,66E-06 ASIC2 intron_variant
rs8070120 | 17 C T 2,741 | 0,58 |2,31E-06 ASIC2 intron_variant
O T T 1
-5
-10
-15
-20 L
-25
-30
Plotted SNPs || |11 1) SE_—_—_=0 I 01 O I AT A
84 p 1s8070120 100
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