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METODOS

Disefio del estudio SAFEHEART y enfermedad cardiovascular en hipercolesterolemia familiar
El estudio se disefid para profundizar en los factores pronosticos y en los mecanismos que influyen en
el desarrollo de la enfermedad cardiovascular (ECV) y su mortalidad y especialmente de la cardiopatia
coronaria en poblacién con hipercolesterolemia familiar heterocigética (HFh) bien definida’. Para ello
se desarrollo un sistema activo de vigilancia epidemioldgica para la deteccion de los eventos
cardiovasculares segun los criterios de clasificacion WHO-MONICA?. Se pregunté a los pacientes por
el antecedente de ECV y se solicitd informe médico de alta hospitalaria del evento. Mediante un
seguimiento por contacto telefénico anual o cumplimentacion de un cuestionario en una pagina web
segura y una visita presencial cada 4 afos, se actualizan los datos de cada paciente respecto a la
aparicion de eventos cardiovasculares, principalmente.

La ECV prematura (ECVp) se definio segln tuviera lugar uno de los siguientes eventos antes de los 55
afios de edad (varones) o antes de los 65 (mujeres): a) infarto de miocardio (confirmado por al menos
dos de los siguientes sintomas clasicos: > 15 min, cambios especificos en el electrocardiograma,
enzimas cardiacas elevadas mas de 2 veces el limite superior de normalidad); b) angina de pecho
(diagnosticada como sintomas clasicos en combinacion con al menos un resultado inequivoco de uno
de los siguientes tests: ejercicio fisico, gammagrafia de perfusién, ecografia de estrés con dobutamina y
estenosis > 70% en un angiograma coronario); ¢) bypass coronario o angioplastia; d) ictus
diagnosticado por sintomas clésicos de alteracion motora y/o prueba de imagen positiva (tomografia
computarizada o resonancia magnética craneal), y e) evento vascular periférico diagnosticado por
sintomas de claudicacion intermitente en extremidades inferiores y/o prueba de imagen positiva para

aterosclerosis periférica significativa o presencia de aneurisma de aorta abdominal.

Analisis bioquimicos, clinicos y antropométricos

De cada paciente se obtuvieron muestras de sangre en ayunas que se utilizaron para realizar los analisis
bioquimicos en suero y plasmay la obtencion del ADN. Las concentraciones de glucosa, colesterol
total, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) y triglicéridos se determinaron mediante
métodos enzimaticos estandares y los de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL),
mediante la férmula de Friedewald. La concentracion de las apolipoproteinas (Apo) Ay B se
determinaron mediante inmunoturbidometria.

Las caracteristicas demogréficas y clinicas que se recogieron de cada individuo son edad, sexo, historia
clinica centrada en ECV, antecedentes de factores de riesgo cardiovascular clasicos (hipertension,
diabetes mellitus tipo 2, tabaquismo), examen fisico, tratamiento antilipemiante actual y otros factores

de riesgo. Se considero fumador al sujeto que fumaba mas de 3 cigarrillos diarios durante al menos los
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ualtimos 5 afos. El examen fisico incluy6 la determinacion de peso (en kg), talla (en cm), indice de masa
corporal (IMC) y perimetro de cintura (en cm). La presion sanguinea se midié por duplicado en
decubito supino con un esfigmomandmetro Omron MX3. Se consider0 hipertension que la presion

sistdlica fuera > 140 mmHg y la diastdlica > 90 mmHg.

Anélisis de las mutaciones del gen LDLR en los pacientes con hipercolesterolemia familiar
heterocigética

El analisis de las mutaciones en el gen LDLR se ha venido realizando desde 2004 mediante microchip
(Lipochip®, Progenika Biopharma; Derio, Espafia). Para la clasificacion de la actividad del LDLR
mutado, se ha tenido en cuenta la informacidn conocida de ensayos in vitro con cultivos celulares de
pacientes con mutacion homocigética (actividad residual del LDLR < 5% para receptor nulo y > 5%
para receptor defectuoso)® y los estudios bioinforméaticos del cambio estructural o funcional recogidos
en la base de datos (http://www.ucl.ac.uk/IdIr/LOVDv.1.1.0) y hallados en la blsqueda bibliogréfica®®.
Las mutaciones del LDLR se han clasificado como de alelo nulo, de actividad deficiente y de actividad
indeterminada. Las mutaciones de receptor nulo incluyen mutaciones que causan codones de parada,
algunas mutaciones de cambio de aminoacido que afectan a la quinta repeticidn rica en cisteinas del
dominio de union a ligando del LDLR (LR5), pequefias deleciones o inserciones que causan un cambio
en la pauta de lectura y codones de parada prematuros, asi como grandes reordenaciones génicas. Las
mutaciones del receptor con actividad deficiente incluyen las demas mutaciones puntuales y pequefias
deleciones e inserciones que conservan la pauta de lectura. Las mutaciones sin efecto funcional
validado se clasificaron como indeterminadas. En la tabla 1 se especifican las mutaciones observadas

en los pacientes estudiados.

Cribado de polimorfismos del promotor del LRP1

A partir de ADN gendmico, se amplificd parte de la secuencia promotora y del inicio de la secuencia
codificante del gen LRP1 (de —1279 pb a +408 pb, considerando +1 el inicio de transcripcion) en
fragmentos solapados mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los productos de PCR se
analizaron mediante polimorfismos de conformacién de cadena sencilla del ADN (SSCP) en geles de
poliacrilamida al 12% y tincion con plata. Los patrones de SSCP diferentes se analizaron mediante
secuenciacion para confirmar los resultados. Las condiciones de amplificacion y los SSCP se
especifican en la tabla 2. La funcionalidad de los polimorfismos hallados se analizo in silico mediante
SNPeffect®.

Genotipificacion del polimorfismo rs1799986 en poblacion control espafiola y con

hipercolesterolemia familiar heterocigoética
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Se analizé el polimorfismo en una muestra de individuos controles de poblacién espafiola procedente
del Banco Genoma Espafia y de controles no relacionados con los sujetos indice, un total de

256 individuos (el 53% varones y el 47% mujeres; media de edad, 40,7 £ 11,4 y 40 £ 12,2 afios
respectivamente). Se realizo la genotipificacion mediante Tagman-PCR y discriminacion alélica en un
aparato Applied Biosystem 7900.

Asimismo, se analiz6 dicho polimorfismo en la poblacion con HFh ampliada a 648 sujetos (515 sin

ECV y 133 con ECVp). Las caracteristicas de dicha muestra se detallan en la tabla 3.

Analisis estadistico

Se comprob6 que la distribucién de los genotipos cumplia con la ley de Hardy-Weinberg mediante
prueba de la +2, y se utilizaron pruebas multivariables basadas en regresién logistica para el analisis de
asociacion con la enfermedad, al igual que para el analisis de interaccién entre el tipo de mutacién del

receptor clasico de LDL con el polimorfismo rs1799986 en la HFh.

Analisis funcional del polimorfismo ¢.677C>T (rs1799986)

La prediccion de un efecto funcional del polimorfismo se realizé6 mediante el programa SNPeffect® y se
analizo su implicacion en alteraciones del procesamiento del ARNm derivadas de la pérdida de
secuencias exon sequences enhancer (ESE) (ESE finder’ disponible en: http://rulai.cshl.edu/tools/ESE).
A continuacién se analizé dicha prediccién mediante anélisis de minigen-reportero®. Para ello, se
amplificaron el exdn 3y las secuencias flanqueantes del gen LRP1, a partir de ADN gendmico,
utilizando cebadores de PCR con dianas de enzimas de restriccion, cebador con diana EcoRI1 5’-
ccgatggaattcaggcectcctgagatctgaaac-3’ y cebador con diana Smal ccgatgcccgggaggggcacatcaatttcate-3,
para clonacion en el plasmido P1-Altermax. A partir de 200 ng de ADN gendémico (homocigoto normal
o de tipo silvestre [WT] y homocigoto con polimorfismo o mutado [MUT]), se llevé a cabo una PCR
en las siguientes condiciones: 3 mM de MgCl,, 0,5 mM de dNTPs, 0,2 uM de cada cebador de PCR,

5 U de polimerasa High Fidelity (Roche) en un volumen final de 25 pl. Se realizaron ciclos de 2 min a
96 °C,30sa95°C,30sab58°C, 1.30 mina 72 °C, con una etapa final de 7 min a 72 °C. El producto
final de PCR y el plasmido P1-Altermax se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRI-Xbal
(Fermentas). Los productos de PCR se clonaron en el vector desfosforilado y se procedio a seleccionar
los clones positivos mediante secuenciacion.

Se crecieron células HeLa en medio DMEM (Gibco) con suero bovino fetal al 10%, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina 'y 100 pg/ml de estreptomicina a 37 °C con CO; al 5%. Las células
se transfectaron con 1 pg de cada construccion de minigen (vector vacio, exon 3 del LRP1 WT o
mutante insertados) utilizando lipofectamina (Invitrogen). Al cabo de 48 h se extrajo el ARN total con

Qiagen RNeasy Kit (Qiagen GmBH; Alemania) segun las instrucciones del fabricante, y se sometio a
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un tratamiento con DNase | (Qiagen). EI ARN asi tratado se utilizd para la reaccion de
retrotranscripcion (RT) (Archive, Applied Biosystems) en un volumen final de 20 ul, y la RT se utiliz6
posteriormente para la amplificacion con los cebadores P1-Altermax for 5’-aaggctagacttaatacga-3’ y
P1AlterMax-rev 5’-ATTCATGTCTGCTCGAAGCATTA-3’ en las mismas condiciones anteriormente
descritas. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2% y los clones se verificaron

por secuenciacion.

RESULTADOS

Polimorfismos del promotor de LRP1 y funcionalidad

Se observé un polimorfismo, ¢.1-25C>G (fig. 1A), ya descrito antes por Shulz et al°. El analisis
bioinformatico mediante SNPeffect y TFSEARCH indico la aparicion de una nueva caja GC que

implicaba un sitio de union al factor de transcripcion Spl (fig. 1B).

Frecuencia del polimorfismo rs1799986 en poblacidn control espafiola

De los 256 individuos analizados (el 53% varones y el 47% mujeres), 182 tenian genotipo CC; 69,
genotipo CT, y 5, genotipo TT. Las frecuencias alélicas para el polimorfismo rs1799986 se hallaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg (+ = 0,27 para 1 grado de libertad; p > 0,5). La frecuencia del alelo

variante fue 0,15, que se corresponde con lo descrito en otras poblaciones caucasicas (tabla 4).

Analisis de interaccion entre tipo de mutacion del LDLR y polimorfismo rs1799986

Los resultados se muestran en la tabla 5.

Funcionalidad del polimorfismo ¢.677C>T (rs179998)

El anélisis bioinformatico del polimorfismo ¢.677C>T (rs179998) indic6 que dicho polimorfismo
eliminaba el reconocimiento de una secuencia exonica intensificadora del proceso de ayuste del ARNm
(ESE) por la proteina SR humana, SF2; la valoracion para la secuencia de tipo silvestre TGGACGG
(alelo C) fue 2,218 y para la secuencia mutante TGGATGG (alelo T), —0,305. Para comprobar que
dicho polimorfismo alteraba el patron normal de ayuste del ARNm del LRP1 in vivo (fig. 2A), se
realizaron ensayos de transfeccion en células HeLa con construcciones de minigen-reportero, pero no se
observaran diferencias en el procesamiento del ARNm derivado de las construcciones con el alelo C o
el T (fig. 2B). Asi pues, los estudios de transfeccion no confirmaron dicha prediccion. Ademas, el
analisis de comparacién de secuencias del ADNc entre diferentes especies (fig. 2C) muestra que dicha

region esta altamente conservada y que el alelo T parece ser el mas comun.
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Tabla 1

Mutaciones del LDLR en la poblacién con hipercolesterolemia familiar heterocigotica estudiada
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Localizacion Tipo de Mutacién en ADNc Mutacién en Nombre comin | n
alteracion proteina
Mutaciones de alelo nulo
E1, E6 Parada + c.[12G>A,; 829G>A] p.[Trp(-4)X; W(-18X) + 16
cambio aa Glu277Lys] E256K
Parada p.Glu31X E10X
E2 Parada p.GIn33X Q12X 11
E2 Cambio aa + p.[GIn71Glu;?] Q71E + 11
ayuste 313+G>
E3, I3 Parada c.91G>T Q133X 31
Cambiodeaa | c.97C>T p.GIn154X S156L
cambio pauta
E4 Parada €.[274C>G; ¢.313+1G>C] p.Serl77Leu 1045delC 26
E4 Cambio de aa p.GIn349SerfsX19 Q427X 11
E7 Ayuste c.480C>T p.GIn448X V408M 10
E9 Ayuste ¢.530C>T p.Val429Met 313+insT 26
E9 Ayuste €.1045delC €.1358+1G>A | 10
13 Ayuste €.1342C>T €.1845+1G>C 9
19 €.1285G>A €.2390-1G>C 11
112 €.313+insT 33
116 €.1358+1G>A 2
€.1845+1G>C
€.2390-1G>C
Mutaciones de receptor con actividad deficiente
Promotor Transcripcién | ¢.-135C>G p.—42C>G (-42) CIG 20
E3 Cambiodeaa | ¢.283T>G p.Cys95Gly C74G 9
E4 Cambiodeaa | c.682G>A p.Glu228Lys E207K 8
E9 Delecion en €.1197_1205delCTACCTCT | p.Tyr379_phe38ldel | Y379_F381del | 15
pauta T
Cambio de aa
+ delecion en
pauta
E11, E17 Cambiodeaa | c.[1590A>C; p.[Asn543His; N543H + 25
2393_2401delTCCTCGTCT] | Lys778_phe780del9] | 2393del9
E12 Cambiodeaa | c.1775G>A p.Gly591Glu G571E 15
E17 C.2475C>A p.Asn825Lys N804K 10
Mutaciones de ayuste, actividad indeterminada
17 Ayuste €.941-39 C>T 941-39 C>T 1
111 Ayuste €.1706-10G>A 1706-10G>A 11
116 Ayuste €.2389+4G>A 2389+4G>A 18
Total 339
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aa: aminoacido; LDLR: receptor de lipoproteinas de baja densidad.

Tipo y frecuencia de mutaciones del LDLR halladas en la poblacion con hipercolesterolemia familiar
heterocigotica en estudio. Las mutaciones se clasifican segun la actividad del receptor inferida a partir
de ensayos in vitro o analisis bioinformaticos. Se detalla la localizacion de la mutacion (promotor, exon
[E] o intrdn [1]), el tipo de alteracidn producida (si altera la transcripcion, aparece un codén de parada,
un cambio de aminoécido o un cambio de pauta de lectura y ayuste), la nomenclatura de la mutacion se
cita segin HGSV (http://www.hgsv.org) en cuanto a ADNCc, proteina y nombre comdn utilizado, asi

como el nimero de casos con la mutacion.
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Tabla 2

Fragmentos amplificados por reaccion en cadena de la polimerasa para el analisis de single strand

conformation polymorphisms

Fragmento

F1

-927 a -949
F2

—977 a -958

-815a-798
F3

-849 a-831
—666 a 647
F4

—764 a-743
—422 a -404
F5

—490 a —469

-170 a -137

F6

-225 a-206
+41 a +22

localizacion del
cebador PCR (pb)

-1.279 a -1.259

Secuencia de cebadores de PCR

5’-CTCCTCTCCAGCGTCAATTT-3’
5’-CTGGCTTGCCATCAAGTTAG-3’

5’-CCCTCATCTTATTCCAAATCC-
31
5’GGGTGGGGTTGAGGAAAG-3’

5’-ATGAGCCCCGACTTCTTG-3’
5’-TCCCTGTTTACTCCGAGC-3’

5’-TACTAAGGTGGGCTCCAT-3’
5’-CTAGGATTTCAGGCTCCC-3’

5’-CCTTCAGGGTTCCCCTAGAA-3’
5’-AGAAAGAGCTACGCGGCAAT-
31

5’-GCTTTCCAGAACTCCGAA-3’
5’-TTCCGCCTCCTCAGTGCAT-3’

Longitud (pb)

278

160

210

339

358

257

Condiciones de SSCP

GeneExcel, 12%,
600 V, 30 mA, 18 W,
103 min, +15 °C

GeneExcel, 12%,
600 V, 30 mA, 18 W,
50 min, +15 °C

PAA, 12%, 700 min a
4 W
1.750 vhr, TA

GeneExcel, 12%,
600 V, 30 mA, 18 W,
103 min, +15 °C

GeneExcel, 12%,
600 V, 30 mA, 18 W,
103 min, +15 °C

780 min, 4 W,
1.700 vhr, TA
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F7 237 12% PAA, 750 min,
4 W, 1.750 vhr, TA
-19a-1 5’-GGCACTTCAGTCCGGGGAA-3’
+218 a +198 5’-CTTCACTCCTCGCTGCTCTT-3’
F8 267 GeneExcel, 12%,
600 V, 30 mA, 18 W,
90 min, +15 °C
+162 a +181 5’-CGAGATGGGGCTGTGAGCT-3’
+428 a +408 5’-GGTCCTGCTACTTCTCTCCT-3’

PAA: geles de poliacrilamida; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; SSCP: polimorfismos de
conformacion de una sola cadena del ADN.

Se detalla de cada fragmento amplificado (F1 a F8) la pareja de cebadores de reaccion en cadena de la
polimerasa, su localizacion, la secuencia, la longitud del fragmento y las condiciones de migracion de

los geles de poliacrilamida.



Tabla 3

Caracteristicas de la poblacion con hipercolesterolemia familiar heterocigética implementada para el

estudio de rs1799986
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Todos Mujeres Varones p
Sujetos 648 331 317
Edad (afios) 47,6 +14,3 48,5+9,2 46,7 +13,6 0,103
IMC 26,7+4,6 265+54 26,8+ 3,4 0,414
Hipertension 102 (15,7) 66 (19,8) 36 (11,4) 0,004
ECVp 133 (20,5) 43 (13) 90 (28,4) < 0,001
ECV 155 (23,9) 51 (15,4) 104 (32,8) < 0,001
Fumadores 316 (48,7) 116 (35,0) 200 (63,09) 0,001
Colesterol total (mg/dl) 267,6 £ 68,4 276,8 £ 67,2 257,7 £ 68,5 <0,01
cLDL (mg/dl) 197 + 66 67,3+3,9 64,3 +3,9 0,056
cHDL (mg/dI) 49,3 +13)9 54 +13,7 442 +124 <0,01
Triglicéridos (mg/dl) 102,7 + 54 94,6 +43 111,4 + 63 <0,01
Colesterol total/cHDL 58+23 59+18 6,3+2,6 <0,01
cLDL/cHDL 436+21 40+17 4723 <0,01
ApoA (mg/dl) 1405+31,2 14924316 13134281 | <001
ApoB (mg/dI) 143,6 +456 | 144 +44.4 143,1 + 47 0,81

ApoA: apolipoproteina A; ApoB: apolipoproteina B; cHDL.: colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad; cLDL.: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; ECV: enfermedad cardiovascular;
ECVp: ECV prematura; IMC: indice de masa corporal.

Los datos expresan n (%) o media + desviacion estandar. Se considero estadisticamente significativos

valores de p < 0,05 para sujetos con ECVp frente a sin ECVp.
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Tabla 4

Frecuencias alélicas del polimorfismo rs1799986 en individuos de poblacion caucasica

Referencia Grupo de sujetos ‘ n ‘ MAF
$s24458733 AFD EUR PANEL Europeo® 48 0,125
$s50400792 JAR CEPH-PANEL | Europeo® 46 0,152
$$61713263 HapMap-CEU Europeo® 226 | 0,155
$566245093 HapMap-CEU Europeo® 120 0,15
Glaser et al™ Caucésico-Alemania® | 224 | 0,15
Verpillat et al* Caucésico-Francia” 290 | 0,14
Pocathikorn et al*? Caucésico-Australia® | 622 | 0,142
Bullido et al*® Espafia” 243 | 0,152
Presente estudio Esparia® 256 | 0,15

®Frecuencias alélicas de poblacion general caucasica (HapMap 3 Genome Browser release#2).
®De controles sin enfermedad cardiovascular de diferentes poblaciones caucasicas.
De poblacion control espafiola procedente del Banco Genoma Espaiia y sujetos no relacionados con los

casos indice de hipercolesterolemia familiar del estudio de cohorte y sin enfermedad cardiovascular.
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Tabla 5

Interaccion entre el polimorfismo y el efecto funcional de la mutacion del LDLR en la asociacion con
enfermedad cardiovascular prematura en hipercolesterolemia familiar heterocigotica. Efecto de la
mutacion LDLR dentro del SNP 3 (ajustado por edad, sexo e IMC)

Actividad del LDLR  Sin ECVp Con ECVp | OR (IC95%)
C/C Deficiente 50 (24,6) 14 (28,5) 1 (referencia)
Nula 132 (65,3) 31(63,2) 0,79 (0,37-1,68)
Indeterminada 20 (9,9) 4(8,1) 0,95 (0,26-3,45)
C/T+TT | Deficiente 24 (39,6) 8 (28,5) 1 (referencia)
Nula 29 (48,3) 20 (71,5) | 2,69 (0,93-7,81)
Indeterminada 7(12) 0 0

ECVp: enfermedad cardiovascular prematura; 1C95%: intervalo de confianza del 95%; IMC: indice de
masa corporal; OR: odds ratio; SNP: single nucleotide polymorphism.

Tendencia de interaccion, 0,014. Para cada tipo de mutacion (receptor con actividad deficiente, nula o
indeterminada) se indica n (%) de los genotipos del polimorfismo rs1799986 segun el modelo
dominante de asociacién con el fenotipo para ECVp. Se considera significativo p < 0,05, segun
SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats).
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Figura 1. Polimorfismo del promotor del gen LRP1 ¢.1-25C>G. A: caracterizacion del polimorfismo
por SSCP (izquierda) y por secuenciacion (derecha). B: alineamiento de secuencias de ADN de una
region del promotor del gen LRP1 alrededor del polimorfismo; el alineamiento se realiz6 por
comparacion de 1 kb del promotor en tres especies, hombre (ENS00000123384, Homo sapiens), raton
(ENSMUSG00000040249, Mus musculus) y rata (ENSRNG00000024053, Rattus norvegicus)
mediante ClustalW1.83. La figura s6lo muestra 180 pb de la comparacion y mediante flechas se indica
una secuencia Spl consenso (recuadro gris, del nucleétido —81 al —77), la secuencia polimorfica (del
nucleodtido —27 al —22) y el inicio de transcripcion en el hombre. Las estrellas indican completa
conservacion de bases nucleotidicas y los recuadros grises muestran la conservacion de secuencia en las

distintas especies.
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Exdn 3f LRP1
e1 L TGGACTGG... 62
_’ ‘_
cebador P1F cebador P1R
P1-vector P1-aleloC P1-aleloT control PCR
1 2 3 4 5 6 7 8
300pb
200pb
marcador marcador
ratén AACGGGATCCAGGACTGCATEGATEGCTCAGA
rata AACGGGAT CCAGGATTGCATGGATEGCT CAGA
honbre AATGEEET CCAGGACT GCAT GEGACEGCT CAGA
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Figura 2. Analisis del polimorfismo ¢.677C>T (rs1799986) del exon 3 del LRP1. A: esquema del
andlisis con minigen-reportero; el exon 3 del LRP1 se clond entre los exones sintéticos el y e2 en la
construccién del minigen; el ayuste normal esperado del ARNm se muestra en lineas negras y el
correspondiente a un proceso andmalo debido a una pérdida de secuencia ESE, por la presencia del
polimorfismo ¢.677C>T en lineas rojas; se produce una delecion del exén en el ADNCc; se muestra la
secuencia putativa ESE, TGGACGG, con la variante C>T en rojo en el interior del exdon 3. B: los
productos de la RT-PCR procedentes de las construcciones de minigen transfectadas en células Hel a se
amplificaron con los cebadores P1F y P1R y se migraron en geles de agarosa al 2%; en los carriles 1

y 8, marcadores de peso molecular; carril 2, vector P1 vacio; carriles 3-4, P1-aleloC (WT); carriles 5-6,
Pl-aleloT (MUT); carril 7, control de PCR. C: comparacién de secuencias ortologas del exén 3 del
LRP1 mediante ClustalW; el analisis se realizo con los ADNc completos de tres especies; mediante

recuadro se muestra el coddn con el polimorfismo.



